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RESUME 
Plusieurs espèces de légumineuses  appartenant  au  genre Aeschynomene présentent, 
comme Sesbania  rosrrara, la  particularité  de  porter  des  nodules  fixateurs  d'azote à la  fois sur 
leurs  racines et sur leur  tige. 
Une  étude  de  la  spécificité  de  nodulation  des  souches  d'Aeschynombnes  originaires  de 
l'Afrique  de  l'Ouest  a permis de  distinguer  trois  groupes  d'inoculation  croisée  dans le genre 
Aeschynomene. 
Les esphes d'Aeschynomene ii nodules  caulinaires  sont  caractérisées  par  la  présence 
sur leur tige de sites de nodulation  prédéterminés,  constitués  par des ébauches  racinaires 
adventives. 
Chez A.  afraspera, l'infection par le rhizobium  spdcifique  a  lieu  directement  dans les 
cellules corticales situées au fond de la cavitd  annulaire  dégagde  autour du primordium 
racinaire.  L'infection  se  propage  en  profondeur,  par  dégénérescence  successive des cellules 
infectées,  jusqu'ii une  zone  méristématique  préalablement  induite B distance.  Le  nodule  se 
développe  ensuite  par  division des cellules  méristematiques  infectdes. Le processus  d'infection 
ne fait  intervenir ni poils  absorbants, ni de  cordons  d'infection. 
La plupart des rhizobia isolés des nodules  caulinaires  sont  capables  de  fixer  l'azote 
atmosphérique in vitro en cultures  gélosdes ou en  cultures  liquides sous de faibles  tensions 
d'oxygbne (0,5 910). 
L'étude  taxonomique  de  ces  rhizobia  les  classe  dans le genre Bradyrhizobium. 
Sur le plan des applications agronomiques, les potentialitds de fixation d'azote 
considérables (50 g N fixé/m2/60 jours) d'A. afraspera ou d'A. nilotica permettent leur 
utilisation  comme  engrais  vert  en  riziculture  irriguée.  Les  rendements  en  riz  ont  pu  être  doublés . 
dans des essais  en  microparcelles.  De  plus,  la  fixation  d'azote  par les nodules  caulinaires  n'est 
pas  inhibée  par  l'azote  combiné  présent da s le sol. 
ABSTRACT 
A few  leguminous  species  belonging to the  tropical  genus Aeschynomene are  able  to 
form  nitrogen-fming  nodules both on  stems  and  roots. Aeschynomne spp.  can be divided  into 
three  cross-inoculation  groups. 
Rhizobial  infection occurs on  the  stem of A. afraspera via  direct  invasion of  cortical  cells 
at  the  site of emergence of adventitious  root  primordia. 
All rhizobia isolated  from  stem-nodulating  species  are  able to develop  nitrogenase 
activity e x p h  in the presence or in the  absence of combined  nitrogen. 
A taxonomic  study  classifies  these  rhizobial strains in the  genus Bradyrhizobium. 
Because of the  very  high  nitrogen-fixing  potential of stem  nodulated Aeschynomene 
spp., these  plants  can be successfully  used as green  manure in rice  cultivation,  increasing  the 
rice grain  yield by 80 %. Furthermore,  nitrogen  fixation is not  inhibited by combined  nitrogen 
of the soil. 
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INTRODUCTION  GENERALE 
L'azote  est,  aprhs  l'eau,  le  facteur  limitant  le  plus  fréquent  de  la  production  agricole. 
Bien que l'azote  moléculaire  soit un constituant  majeur  de  l'atmosphhre  terrestre,  la  molécule 
d'azote,  chimiquement  inerte,  n'est  pas  assimilable  par la plupart  des  formes  vivantes.  Les 
plantes  supérieures,  comme  tous les organismes  eucaryotes  et  la  plus  grande  majorité  des 
micro-organismes  dépendent  de  l'azote  combiné,  minéral ou organique,  pour  leur  nutrition 
azotée. 
Les  besoins  en  azote  des  plantes  cultivées  sont  considérables.  Par  exemple,  une rkolte 
de riz de 4 tonnes  par  hectare  nécessite  l'apport  de 80 kg d'azote  (Patnaik  et  Rao, 1979). 
L'azote  assimilé  par  les  plantes  a  pour  origine : l s  réserves  du  sol,  les  engrais  apportés  par  les 
agriculteurs ou la  fixation  biologique  de  l'azote. 
L'azote  indispensable & la croissance  des  végétaux  est  rarement  présent en quantité 
suffisante  dans le sol.  Aussi, les  apports  d'azote  directement  assimilable  par  les  plantes  sont-ils 
nécessaires  pour  maintenir  la fertilité des sols.  Actuellement,  l'apport  d'engrais  azotQ est 
estimé B 100 millions de tonnes  par  an.  L'utilisation  des  engrais  azotés  n'est  cependant  pas 
sans inconvénients. En utilisation  intensive,  seule  une  partie de l'engrais  est  assimil6e  par  les 
plantes  et  l'excédent, par suite  du  lessivage  par  les  eaux  de  pluie  peut  contribuer & la  pollution 
des  eaux  par  eutrophisation.  De  plus,  leur  coût  de  fabrication,  dépendant  de  celui  de  l'énergie, 
ne cesse  d'augmenter jusqu'h être  inaccessible  pour  les  paysans  des  pays  pauvres  du  monde. 
aride ou semi-aride,  sont  confrontés & un déficit  alimentaire  chronique  qui  constitue l'un des 
probl2mes  les  plus  cruciaux  en  cette fin de sihcle.  L'augmentation des besoins  alimentaires, 
résultant de l'explosion démographique que connaissent ces pays, a provoqué une sur- 
exploitation des zones agricoles et pastorales dont l'aboutissement, dans un système de 
monoculture B utilisation  minimale  d'intrants,  est  la  dégradation  et  l'appauvrissement  actuels 
des  sols.  Cette  situation  est  encore  aggravée  par  le  déficit  hydro-pluviométrique  qui,  en limitant 
la  germination  des esp&ces herbacdes  livre  la  mince  couche  arable  du  sol & l'érosion  par  le  vent. 
Augmenter  la  productivité  agricole  tout  en  &luisant  sa  dépendance  vis-&  vis  des  engrais 
azotés,  tel est l'objectif des nombreuses recherches fondamentales et appliquées  sur les 
systèmes  biologiques  fixateurs d'azote. 
Les  pays  en  voie  de  développement,  localisés  pour  la  plupart  dans  la  zone  tropicale . 
1. LA FIXATION BIOLOGIQUE DE L'AZOTE 
Si les v6gdtaux sup6rieurs sont incapables d' utiliser l'azote atmosphérique, certains 
micro-organismes  du  sol  possklent  l'équipement  enzymatique  leur  permettant  de  le  métaboliser 
pour leurs synthhes protéiques. La fixation  biologique de l'azote,  c'est-&-dire  la  réduction 
enzymatique de l'azote  mol6culaire  en  ammoniaque,  est l'un des processus  fondamentaux 
parmi les cycles biologiques se déroulant  dans le sol.  C'est  l'activit6  des  micro-organismes 
fmateurs d'azote  qui,  en  compensant  les  pertes  d'azote  dues h la dénitrification  et  au  lessivage, 
assure  le  maintien  du  stock  azote h un niveau  constant  dans la biosphih. L'azote fmé sous une 
forme  organique,  protdique, ne deviendra  cependant  utilisable par les végétaux  qu'apriis 
ammonification  et  nitrification. 
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La quantité  d'azote  fixé  annuellement  dans  le  monde  par  voie  biologique  est  estimée h 
175 millions  de  tonnes,  valeur & laquelle  il faut ajouter  environ 40 millions  de  tonnes  résultant 
de  la  fixation  par  des  phénomènes  physiques  naturels  tels  que  les  radiations  cosmiques ou 
lumineuses,  l'ozonisation,  et  les  éruptions  volcaniques  (Hardy  et  Havelka,  1975). 
2. LES MICRO-ORGANISMES FIXATEURS D'AZOTE 
Tous les micro-organismes  fixateurs  d'azote, ou diazotrophes,  sont  des  procaryotes 
regroupant  plus de 200 espèces  bactériennes  (Postgate, 198l), dont  la  moitié  environ  sont  des 
Cyanobactéries (Stewart, 1980). Toutes ces espèces ont en commun le même complexe 
enzymatique, la nitrogénase, qui en absence d'oxygène, catalyse la réduction de l'azote 
moléculaire  en  ammoniaque.  Ce  complexe  enzymatique est formé  de  deux  protéines.  La 
protéine I est un tétrambre  formé  de  deux  types  de  sous-unités,  et  la  protéine II est un dimbre 
formé d'un seul type de sous-unité. Il existe une  homogenéite  remarquable dans la  structure  des 
nitrogénases  extraites  des  différentes  espèces  de  micro-organismes  fixateurs d'zote (Emerich et 
Burris, 1978;  Eady et Smith,  1979).  Toutes les nitrogenases  sont kéversiblement inactivées 
par  l'oxygbne. Les espèces  bactériennes  qui  fixent  l'azote  en  aérobiose  ont  donc  dû  développer 
, pour protkger leur nitrogénase, soit des structures spécialisées, soit des mécanismes 
physiologiques plus ou moins élaborés. Par exemple, les cyanobactéries filamenteuses 
différencient une cellule spécialisée, l'hétérocyste, dans laquelle le photosystbme II, 
responsable de la photolyse de l'eau,  ne  fonctionne  pas.(Stewart et al.,  1969). Le second 
facteur fait intervenir une  régulation  de  nature  génétique. Si l'azote  moleculaire  n'est  pas 
inhibiteur  de  la  nitrogénase,  en  revanche,  la  nature  et  la  concentration  de  la  source  d'azote dans 
le milieu  influent  sur  la  biosynthbse  de  l'enzyme.  Les  ions  ammonium  et les composés  azotes 
organiques  simples  facilement  assimilables  ont  toujours n effet  répresseur  sur  la  biosynth6se 
de la  nitrogénase. 
On distingue  génkalement deux groupes de  micro-organismes  diazotrophes,  en  fonction 
de  leur  relation  avec  les  plantes: 
- les  bactéries fixatrices d'azote  "libres"  c'est-&-dire non associées aux  plantes.  Ces  espèces 
bactériennes  appartiennent  aux  genres  Azospirillum,  Azotobacter,  Beijerinckia,  Clostridium, 
Klebsiella,  aux  bactéries  photosynthétiques et aux  Cyanobactéries. 
- les bacteries symbiotiques capables d'établir, avec les plantes, une association bénéfices 
réciproques ou symbiose,  dans  laquelle, le partenaire  végétal  fournit le carbone  et  l'énergie 
(produits  de la photosynthbse)  et le partenaire  bactérien  fournit  l'azote  fixé  par  l'intermddiaire  de 
sa  nitrogenase. Les symbioses  les  plus Ctudiées  en raison de leur intérêt  agronomique ou 
fondamental  sont  les  suivantes: 
- la  symbiose  entre la cyanobactérie  Anabaena  et  la  fougbre  aquatique  Azolla  (engrais  vert  en 
riziculture), 
- la  symbiose entre l'actinomycbte Frankia et  les  non-16gumineuses  (par  exemple Casuarina 
pour la stabilisation des sols  en mne tropicale), 
- la  symbiose  Rhizobim-l6gumineuse, - la  symbiose entre Rhizobium et  la seule  non-legumineuse  connue B ce jour, Parasponia 
(Ulmacde). 
Il faut remarquer  que  certains  fixateurs  libres  vivant d s la  rhizosphbre  sont  Cgalement 
capables de s'associer aux syst6mes  racinaires  sans  former  des  structures  différenciées.  C'est  le 
cas, en particulier, pour les Azospirillum  avec  les  graminees. 
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3. LA FAMILLE DES LEGUMINEUSES 
La  fixation  biologique de l'azote  est un processus  coûteux  en  énergie.  Les  études  de 
fonctionnement in vitro de la nitrogénase montrent que 12 B 15 molécules dATP sont 
nécessaires  pour  réduire  une  molécule de N2 (Shanmugan et al., 1978). Il n'est  donc  pas 
surprenant  que  les  systbmes  fixateurs  d'azote  les  plus  efficaces  soient  ceux  qui  réalisent un 
couplage  entre la fixation  d'azote et la photosynthbse.  Ainsi,  la  symbiose  entre les rhizobia et 
les légumineuses, qui se manifeste par la formation de nodules fixateurs d'azote sur les 
systèmes  racinaires  de  ces  plantes,  est  responsable  de  près  de  la  moitié  de  la  quantité  de  l'azote 
futé annuellement B la  surface  du  globe  terrestre  (Hardy  et  Havelka,  1975). 
La famille des Légumineuses (ordre des Rosales) constitue l'un des groupes de 
végétaux  supérieurs  les  plus  abondants et les  plus  diversifiés.  Cette famille comprend  trois 
sous-familles  (Polhill et al., 1981): 
- les Césalpinacées, qui  comprennent  environ 180 genres et 2000 esphes, sont  constituées 
essentiellement  d'arbres et d'arbustes des régions  tropicales  dont  quelques  uns  sont  utilises 
pour leur bois pr6cieux (Afzelia), le contenu de leur écorce en alcaloïdes ou en tanins 
(Eryrhrophlewn, Caesalpinia), leur propriét6  purgative (Cassia, Tamarindus) ou  leurs  fruits 
comestibles  (caroubier). 
- les Mimosacées comprenant 65 genres et 2900 espikes sont  pour  la  plupart des arbres et 
arbustes des régions  intertropicales (Acacia, Albizzia, Inga, Leucaena, etc).  Certaines esphes 
jouent un  grand rôle comme  fourrage  dans  les  zones  semi-desertiques de Sahel  ou pour la 
production de gomme  arabique. 
- les Papilionacées comprennent  plus  de 482 genres et 14OOO esphes réparties sur tout le 
globe. Ce sont  surtout des plantes  herbacées des régions tropicales ou tempérbes, parmi 
lesquelles  figurent  de  nombreuses  plantes  cultivées pour leur  valeur  nutritionnelle. 
4. LES UTILISATIONS  DES  LEGUMINEUSES 
Les  légumineuses  cultivées  ont  toujours  occupé  une  place  importante  dans  la  plupart  des 
systbmes  agraires.  Elles  sont  une  source  essentielle  de  protéines, soit par  les  graines  pour 
l'alimentation  humaine (five, haricot,  pois,  soja,  vesce,  arachide,  ni6b6),  soit  comme  fourrage 
pour l'alimentation animale (luzerne, sainfoin, trbfle). I1 faut noter que le soja, premier 
oléagineux  du  monde  et  dont le tourteau  fait  l'objet  d'un  commerce  important,  représente B lui 
seul  les  deux  tiers  de la production  mondiale  des  16gumineuses B graines. 
Une autre forme  d'utilisation des 16gumineuses est  la culture de certaines esphes 
comme fertilisants des sols. Les effets b6néfiques de la culture des legumineuses  sur  la 
production agricole sont connus depuis l'Antiquit6 et aujourd'hui encore, elles sont 
régulibrement  insérées dans les  rotations  céréalibres.  Dans les sols cultivCs, les  engrais  azotes et 
les légumineuses  sont les deux  principales  sources qui permettent de maintenir la teneur  en 
azote  d'un sol malgr6 les exportations  provoqu6es  par les dcoltes. 
5. LES ENGRAIS VERTS EN AGRICULTURE TROPICALE 
En  zone  tropicale, le niveau de la  production  agricole  est,  dans la plupart  des  cas, etroi- 
tement  dependant de la  richesse  naturelle des sols  en  élements  min6raux  indispensables  aux 
cultures de c&éales  comme le riz, le maïs ,  le mil ou le sorgho, qui constituent  les  aliments  de 
base des populations  locales. Ces cultures  6puisent  rapidement les sols bien  souvent  déjh e s  
pauvres en  azote et en phosphore.  L'utilisation des engrais chimiques  import6s, qui serait 
nécessaire dans  ces conditions, est limit6e par leur coût, trop onereux par rapport aux 
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ressources financières de la majorité des agriculteurs. Aussi, utiliser comme engrais des 
légumineuses  ayant un potentiel  fixateur  d'azote  élevé,  présente-t'-il de nombreux  avantages. 
La  pratique des engrais  verts  est  parfaitement  bien  intégrée  dans  les  pratiques  culturales 
traditionnelles en Inde ou en  Asie  du  Sud-Est. Les espèces  utilisées  sont,  outre Azolla, des 
légumineuses  appartenant  aux  genres Astragalus,  Sesbania,  Crotalariu ou Medicago (Patnaik  et 
Rao,  1979).  L'espèce  la  plus  fréquemment  utilisée  est Astragalus  sinicus cultivée  pendant 
l'hiver  et  incorporée  dans  le  sol 20 jours avant le  repiquage du riz, B raison de 20 B 30 tonnes de 
matière  fi-aîche  représentant 100 kg d'azote  par  hectare. 
En  Afrique,  les  engrais  verts  sont  encore peu  utilisés.  C'est  pourtant 12 que  poussent 
certaines  légumineuses,  qui  grâce B la  présence  de  nodules  fixateurs  d'azote  sur  leur  tige, sont 
capables de fixer des quantités  d'azote  beaucoup  plus  importantes  que  celles  fixées  par les 
légumineuses  traditionnellement  utilisées  comme  engrais  vert dans la  riziculture  en  Asie. 
6. LES LEGUMINEUSES A NODULES DE TIGE 
La mise en évidence de propriétés fixatrices d'azote exceptionnelles chez une 
légumineuse  tropicale, Sesbania  rostrata par  Dreyfus et  Dommergues  (1981)  a ét6 B l'origine de 
tr&s nombreux travaux dans des laboratoires du monde entier, aussi bien sur le plan 
fondamental que sur  celui  des  applications agronomiques. 
Cette légumineuse qui pousse  dans  les sols tropicaux  inondés  d'Afrique et d'Asie, 
présente  la  particularit6  remarquable de porter  des  nodules  fixateurs  d'azote  non  seulement sur 
ses racines mais égaiement sur ses tiges (planche I, figure 1). La présence de nodules 
caulinaires  permet b cette  plante de porter  cinq B dix fois  plus de nodules  que  n'importe  quelle 
autre  légumineuse et d'être capable de fixer  jusqu'8 200 kg p y  hectare  en  deux  mois de culture 
(Dreyfus, 1982). 
Sur le plan fondamental,  le  rhizobium impliqué dans la symbiose caulinaire avec 
Sesbania rostrata présente  la  propriété  unique  pour un rhizobium  d'être  capable non seulement 
d'exprimer in vitro une  activité  fixatrice  d'azote ri3 élevée,  comparable B celle de Klebsiella 
pneumoniae, mais  aussi,  comme un fixateur  libre,  d'assimiler  l'azote  gazeux fixé pour sa 
propre  croissance  (Dreyfus et al., 1983;  Gebhardt et al., 1984).  Une  nouvelle  voie  d'approche 
de l'étude génétique des  bactéries  symbiotiques était ainsi ouverte  grâce B l'utilisation de 
mutants  pouvant être sélectionnés  directement sur des milieux  dépourvus  d'azote  combin6 
(Elmerich et al., 1982). 
L'aptitude B former des nodules  caulinaires  n'est  pas restreinte B la seule espBce S. 
rostrata. I1 existe d'autres  lkgumineuses  sauvages B nodules  caulinaires  que l'on rencontre  dans 
la zone  intertropicale.  Ces  plantes  appartiennent  au  genre Aeschynomene qui, B la  différence  du 
genre Sesbunia, renferme  plusieurs  espèces  presentant des nodules sur leur  tige. Ces plantes et 
leurs  rhizobia  associ6s  font  l'objet  des  travaux  présentes  dans ce memoire. 
7. PRESENTATION DU MEMOIRE 
L'Ctude que nous  prbsentons  porte  sur les lbgumineuses  tropicales  appartenant  au  genre 
Aeschynomne, avec un intefit plus  particulier  pour les esphes B nodulation  caulinaire. 
Plusieurs aspects de la  symbiose  seront  abordes. Nous presenterons  tout  d'abord une 
classification des  Aeschynomhes originaires de l'Afrique de l'Ouest  selon leur spkificit6 
d'hôte  c'est-&dire leur aptitude il être nodulees  par  differentes  souches de rhizobium  (Alazard, 
1985). Nous établirons aussi une classification de ces mêmes esp2ces en fonction de la 
structure des sites de nodulation  qu'elles  portent  sur  leur  tige (Alazard et Duhoux,  1988). 
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Nous nous intéresserons  ensuite à l'espèce Aeschynomene  afraspera qui, à notre  avis, 
présente  les  plus  grandes  potentialités  sur le plan des  applications  agronomiques  (Alazard  et 
Becker, 1987). Nous estimerons  son  potentiel  fixateur  d'azote  et nous étudierons  l'influence  de 
certains  facteurs  du  milieu  comme  la  présence  d'azote  combiné sur la  nodulation  et  la  fixation de 
l'azote  par  cette  esp5ce  (Alazard  et  Duhoux, 1987; Becker et al., 1986). 
Nous aborderons ensuite l'étude du processus  d'infection et de développement  des 
nodules  caulinaires  chez A.  afraspera et nous comparerons  ce  mode  d'infection B ceux  décrits 
jusqu'h présent dans la  littérature  (Alazard  et  Duhoux, 1990). 
L'étude  physiologique  de  quelques  rhizobia d'Aeschynornene B nodules  de  tige  nous 
permettra de mettre  en  évidence,  non  seulement  leur  capacité  de fxer l'azote  en  culture sous de 
faibles  tensions  d'oxygène,  mais  aussi  comme  les  fixateurs  libres et Azorhizobium caulinodans, 
leur  capacité  de  se  développer  aux  dépens  de  l'azote fixé en  culture  (Alazard, 1990). Cette 
propriét6 exceptionnelle nous conduira naturellement B nous interroger sur la position 
taxonomique  des  rhizobia d'Aeschynomene parmi  les  autres  Rhizobiacées. 
Auparavant,  nous  nous  proposons  de  rappeler,  dans  une  synthhse  bibliographique, les 
connaissances  actuelles  concernant  quelques uns des  aspects de la symbiose  qui  vont être 
abordés  ici,  en  particulier  ceux  concernant  la  taxonomie  des  rhizobia et les différents  processus 
conduisant B la  formation  des  nodules. 
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CHAPITRE 1: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 
1. TAXONOMIE DES RHIZOBIA 
Les  bactéries  appartenant  aux  genres Rhizobium,  Bradyrhizobium ou Azorhizobium, 
communément  appelées  rhizobia,  constituent  avec  les  genres Agrobacterium et Phyllobacterium 
la  famille des Rhizobiaceae (Jordan, 1984). 
Toutes ces bactéries  sont  impliquées  dans  des  interactions  spécifiques  avec  les  plantes. 
Le genre Agrobacterium comprend des espèces bactériennes phytoparasites comme A .  
tumefaciens, responsable  de la formation de tumeurs  sur le collet  des  plantes.  Quant  aux 
bactéries  du  genre Phyllobacterium, elles  sont  présentes  dans  les  nodules  foliaires de certaines 
Myrsinacées et Rubiacées (Pavetta, Psychotria). 
Les rhizobia sont des  bactéries  du  sol,  aérobies  strictes,  Gram-négatives,  non  sporulées, 
en  forme de bâtonnets  de O, 5 B O, 9 pm de large  sur 1 , 2  B 3 pm de  long. Ils posddent la 
propriété  spécifique  d'être  capables  d'induire  la  formation  de  nodules  fmateurs  d'azote  sur  les 
systèmes  racinaires  de très nombreuses  légumineuses  et  sur  celui  d'une  seule  non-légumineuse 
connue B ce jour, Parasponia (Ulmacée). 
La  premihe subdivision  en  espèces  des  rhizobia,  longtemps  regroup&  dans  un  seul 
genre, Rhizobium, découle  du  concept  de  groupe  d'inoculation  croisée.  Ce  concept,  énoncé  par 
Fred et al. (1932), repose  sur  l'existence  d'une  spécificit6  des  rhizobia  vis-&-vis  de la plante 
hôte,  spécificité  liée B la  fois  au  pouvoir  de  nodulation  du  rhizobium  (infectivité) et B son 
aptitude B former  des  nodules  fixateurs  d'azote  (efficience). Un groupe  d'inoculation  croisée  de 
légumineuses est constitué  par  l'ensemble  des  plantes  hôtes  nodulées  par les mêmes  souches 
bactériennes; une espèce  de Rhizobium étant  définie  comme  l'ensemble  des  souches  infectives 
sur les plantes appartenant à un même groupe d'inoculation croisée. Cette classification 
originale reconnaissait six groupes et leur espèce correspondante: R .  leguminosarum, R .  
meliloti, R .  trifolii, R.  phaseoli, R.  lupini et R. japonicum. Les  autres  bactéries,  associées B des 
groupes  (dix)  mal  définis de légumineuses  tropicales de genres trhs divers,  furent  nommées 
Rhizobium sp., et  leur  groupe,  "cowpea",  nom  usuel  anglais  du  genre Vigna (Niébé). 
Si cette  classification  est  utile  pour  les  agronomes  puisqu'on y retrouve  les  principales 
légumineuses  cultivées,  son  principe  a été très  rapidement  remis  en  question  en  raison  de 
nombreuses  anomalies  constat6es'dans  les  spectres  d'hôte  des  rhizobia, B mesure  que le nombre 
de  souches  testées  augmentait. 
En ri?gle  gdndrale, les rhizobia  se  répartissent en deux  groupes  d'après  leur  vitesse  de 
croissance. Le groupe des rhizobia B croissance rapide qui forment des colonies bien 
développtks sur milieu solide  après  trois B cinq jours de  culture,  comprend  les  rhizobia  associés 
aux  Pois, T&fle, Luzerne  et  Haricot. Le groupe des rhizobia B croissance  lente  qui  nécessitent 
sept B dix jours de culture pour atteindre le maximum de leur  développement,  comprend les 
rhizobia associes aux Soja, Lupin et NiéM  (cowpea).  En  outre, les rhizobia B croissance  rapide 
ont, en general, la propri6t6 d'acidifier leur milieu de culture, tandis que les souches B 
croissance  lente  ont  tendance B alcaliniser  le milieu sur lequel  elles se développent. 
Noms (1963, en  conclusion  d'une  étude de la  production  d'acide  par 717 souches  de 
rhizobia,  émettait  l'hypothèse,  très  controversée,  que  la  forme  primitive  des  rhizobia  6tait  la 
forme B croissance  lente,  productrice  d'alcali,  associee  aux  légumineuses  d'origine  tropicale où 
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les  sols  sont  généralement  acides.  Les  rhizobia à croissance  rapide,  représentant  une  forme  plus 
évoluée  qui  se  serait  adaptée  aux sols fertiles  et à pH plus  élevés  des  zones  tempérées. 
La  méthode de taxonomie  numérique  établie  par  Adanson  (1763)  qui  donne  un  poids 
égal B chaque  caractère  phénotypique  bien  défini  et non redondant,  évitant  ainsi  la  spéculation 
théorique  autour  de  certains  caractères  dits  "importants"  affectés dun poids  arbitrairement  plus 
élevé,  a  été  utilisée  par  plusieurs  auteurs  (Graham,  1964a ; Moffett et Colwell, 1968 ; 'T 
Mannetje, 1967). Ces travaux mirent en évidence d'une part que les espèces R. 
legminosarum, R .  phaseoli et R. trifolii étaient  voisines  et  ne  devaient  constituer  qu'une  seule 
espèce, et d'autre  part,  que  les  rhizobia B croissance  lente  formaient un groupe  distinct  de  celui 
des  rhizobia B croissance  rapide; ces derniers  présentant,  en  outre,  de  nombreuses  similitudes 
avec  le  genre Agrobucteriwn. 
I1 existe  des  différences  importantes de nutrition  carbonée entre les  deux  types  de 
rhizobia. Les espèces B croissance  rapide  sont  capables de métaboliser  une  grande  variété 
d'hexoses,  de  pentoses, de disaccharides,  de  trisaccharides et d'acides  organiques,  tandis  que 
les esphes B croissance  lente  sont  incapables de métaboliser la plupart  des  disaccharides,  des 
trisaccharides, et des acides organiques (Graham, 1964b). Les données de la littérature 
concernant le métabolisme des carbohydrates  sont  parfois  contradictoires  (Stowers,  1985). Il
est possible,  cependant, d'en tirer quelques  caractéristiques  biochimiques  pour  chacun  des  deux 
groupes. Les enzymes-cles des trois  voies  métaboliques  impliquées  dans  la  dégradation des 
hexoses ont été mises  en évidence  chez  les  espèces B croissance  rapide. En revanche,  chez  les 
espèces B croissance  lente,  la  voie  des  pentoses  phosphates  n'a jamais été mise  en  évidence;  ces 
espèces ne possédant  pas  l'enzyme  6-phosphogluconate  déshydrogénase  NAD-dépendante 
(Martinez-& Drets et Arias,  1972). 
De Ley et Rasse1 (1965) examinèrent la composition en bases de l'ADN (% 
Guanine+Cytosine) des rhizobia et monerent une  relation  étroite  avec  le type de  flagellation. 
Les rhizobia B croissance  rapide  posstxient  deux B six  flagelles  péritriches  et  une  composition  en 
G+C  variant  entre  58,6 et  63,l %. Les rhizobia B croissance  lente  ont un G+C % compris  entre 
62,8 et 65,5 et présentent une flagellation  polaire ou subpolaire. 
groupes sérologiques: 
En  1969,  Graham,  analysant  les  résultats  de  plusieurs  études  sérologiques,  définit  trois 
1. Rhizobium legminosarum, R .  trifolii et R . p h e o l i  
2. R.  meliloti 
3. R.  japonicum et R. lupini. 
Ces groupes drologiques correspondaient  aux  groupes  défmis  par  l'étude  de  taxonomie 
numérique  de Graham (1964a). 
Les  études  des  homologies ADN:ADN (Crow et al., 1981 ; Gibbons et Gregory,  1972; 
Heberlein et  al., 1967; Hollis et  al., 1981; Jarvis et al., 1980) et l'électrophorèse il deux 
dimensions  des  protéines  cellulaires  (Roberts e  al., 1980)  confiirm&ent ces  regroupements de 
souches.  L'ensemble de ces dsultats aboutit B une  nouvelle  revision  du  genre Rhizobium. 
Dans la l&R &tion du Bergey 's Manual of Systematic  Bacteriology  publiée n 1984, 
Jordan s6pare les rhizobia en deux genres selon leur vitesse de croissance sur  le  milieu 
mannitoli-extrait de levure  (Vincent,  1970). Le genre Rhizobium comprend les rhizobia il 
croissance  rapide,  dont le temps de doublement est compris entre une et quatre  heures,  qui 
acidifient leur milieu  de  culture t, le plus  souvent  sont  associes  aux  legumineuses  tempdrtks. 
Les rhizobia B croissance  lente,  dont le temps de doublement est supdrieur B six heures, qui 
provoquent  une  alcalinisation de leur milieu de culture et sont genedement associes  aux 
légumineuses  tropicales,  constituent le genre Bradyrhizobium (Jordan, 1982). 
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Le  genre Rhizobium comprend  trois  espèces : R .  leguminosarum, R .  meliloti et R .  loti; 
l'espèce R. leguminosarum renfermant  trois  biovars (R.  leguminosarum biovar trifolii, R .  
leguminosarum biovar phaseoli et R .  leguminosarum biovar viceae). Depuis lors, deux 
nouvelles esp&ces ont été créées: 
- R .  fredii, qui regroupe  l'ensemble  des  rhizobia B croissance  rapide,  isolés de nodules de soja 
cultivé en Chine  (Keyser et al., 1982;  Scholla  et  Elkan,  1984). Il a été proposé,  par la suite, 
d'élever  cette  espèce au rang dun nouveau  genre Sinorhizobium (Chen et al., 1988). 
- R .  galegae pour  les  rhizobia  isolés  de Galega  orientalis et  de G. ofleinalis (Lindstrom,  1989). 
Le genre Bradyrhizobium est constitué par une seule espèce, Bradyrhizobiurn 
japonicum, qui regroupe  l'espèce  originale R.  juponicum et les rhizobia B croissance  lente du 
groupe  cowpea.  Bien  que  trois  groupes  d'homologie  d'ADN  aient été mis  en  évidence  dans 
l'esp2ce Bradyrhizobium  japoniczun (Hollis et  al., 1981),  aucune  nouvelle  espèce  n'a, B ce 
jour, été nommée. 
Un nouveau  genre  a et6 d é  pour  les  rhizobia  isolés  des  nodules  caulinaires de Sesbaniu 
rostratu. Ces  rhizobia pdsentent in vitro une  activité  rdductrice  d'acétyli?ne  extrêmement  élevée 
et possèdent la propriété  unique,  parmi les rhizobia,  d'être  capables  d'utiliser  les  produits de la 
fixation d'azote comme seule source d'azote pour leur croissance (Dreyfus et al,, 1983; 
Gebhardt et al., 1984). Ces rhizobia,  dont  l'esp2ce  type  est Azorhizobium  caulinoduns, sont 
phylogénétiquement  apparentés  au  genre Xanthobacter (Dreyfus et al., 1988). 
En ce qui concerne les rhizobia impliquCs dans la symbiose caulinaire établie avec 
quelques  espèces de légumineuses  tropicales  appartenant  au  genre Aeschynomene, A .  scabra et 
A .  asperu, leur position  taxonomique  n'est jusqu'i présent  pas définie avec  précision. Ils 
présentent des caractéristiques, B la fois des Rhizobium et des Bradyrhizobium typiques 
(Stowers et Eaglesham,  1983;  Chakrabarti et al., 1986). Le tableau 1 dsume la classification 
actuelle  des Rhizobiaceae. 
Les techniques de taxonomie  moléculaire  telles que les hybridations ADN : ADN et 
ADN : ARN  ribosomal,  qui  permettent  d'étudier la structure fine d'une  espèce et ses relations 
phylogéniques  avec  les  autres  espèces  sont, de nos  jours,  largement  utilisées. Les homologies 
ADN : ADN  permettent  l'identification de groupes de souches  dont la divergence B partir dun 
ancêtre commun est  récente. La technique  d'hybridation ADN : ARN  ribosomal  16s,  permet  de 
détecter des similitudes chez des micro-organismes plus éloignés. En effet, les cistrons 
impliqués  dans la synthèse des ARN-r  ont  évolué  moins  rapidement  que la plupart des autres 
gènes et possMent des séquences de bases  très  conservées  (De  Smedt et De  Ley,  1975).  Les 
divergences  entre ces séquences  permettent de déterminer les relations  phylogénétiques  entre 
des esfices taxonomiquement  plus  distantes. 
L'utilisation généralisée  des  hybridations ADN : ARN-r  a conduit De Ley (1981) il 
distinguer cinq super-familles parmi les bactéries  Gram  négatives. La quatri2me  super-famille 
renferme de nombreux  taxons qui jouent un rôle dans  dans les relations  bactéries-plantes,  soit 
comme saprophytes, soit comme pathoghes ou symbiotes (tableau 2). Cette approche 
taxonomique  apparente le genre Bradyrhizobium & la bacterie  pourpre Rhodopseudomonas 
paZusm's (famille des Rhodospirillacées) et suggère que le genre Bradyrhizobium aurait  pour 
ancêtre une bact6rie  photosynthétique  du  genre Rhodopseudomonas (Jarvis et al., 1986). Le 
genre Azorhizobium, apparenté au  genre Xanthobacter, constitue une branche  séparée de la 
branche Rhodopreudomonas  palusm's-Brudyrhizobium (Dreyfus et al., 1988). 
Cette revue bibliographique  montre  la  difficult6 B définir un syst5me de classification 
bactérienne dans lequel  chaque  genre ou espkce  aurait  une  place  bien  définie. A l'intérieur d'un 
groupe taxonomique donn6, il existe un continuum entre les diverses espikes  qui peut 
difficilement être pris en compte.  Cependant, la d6couverte de nouveaux  rhizobia, la mise  au 
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Genre I: Phyllobacterium 
Genre II: Agrobacterium 
Genre III: Rhizobium (croissance  rapide  et  flagellation  péritriche) 
- R.  legminosarum biovar trifolii 
biovar phaseoli 
biovar viceae 
- R.  meliloti 
- R. loti - croissance  rapide - souches B flagellation  subpolaire  de 
Lotus et Lupinus; comprend  les  souches B croissance  rapide 
nodulant Cicer,  Sesbania,  Leucaena,  Mimosa et Lablab. 
- R.fiedii (Sinorhizobium)- croissance  rapide - nodule  le  soja. 
- R. galegae - croissance  rapide-  flagellation  subpolaire. 
Genre IV: Azorhizobium (flagellation  p6ritriche) 
- A. c a u l i n o h  - croissance  rapide - forme  des  nodules  fixateurs 
d’azote  sur  les  tiges  de S sbania rostrata; fmation 
asymbiotique  d’azote et croissance  sous  de  faibles 
tensions  d’oxygène. 
Genre V Braciyrhizobium (croissance  lente,  flagellation  polaire  ou  subpolaire) 
- B. japonicum - nodule  le soja, Lorn et Vigna (cowpea); 
comprend les  souches B missance lente  nodulant 
Cicer,  Sesbania, Lewaena, Mimosa,  Lublab et 
Acacia. 
~ ~~~ _ _ _ _ ~ ~ ~ ~  ~~ ~ 
Tableau 1: Taxonomie  des Rhizobiaceae 
25 
Tm@) 






racines  de 
R.  
legminosarum 




Tableau 2: Famille IV ARN-r. Dendrogramme  simpW16  des similarit& entre les cistrons 
ARN-r b&s sur les valeurs  de  Tm(e)  des  hybrides ADN ARN-r 
homologues et  hMrologues  en utilisant des  souches de &f&nce.  Ne sont pas 
repr6sent6s les genres: Nitrobacter,  Flavobacterium,  Acetobacter , 
Glucornbacter, Z y m m o m  Rhodobacter, B h e t e r ,  etc. (d'aprh De Ley, 
1981; Jarvis et al., 1986; Dreyfus et al., 1988;  Green et  Gillis,  1989). 
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point  de  nouvelles  techniques,  continueront  de fournir des  données  qui  permettront  d'élargir,  de 
modifier  les  positions  taxonomiques  des  rhizobia u den définir  de  nouvelles. 
2. INFECTION ET DEVELOPPEMENT DES NODULES 
L'établissement de la symbiose  entre  une  légumineuse  et  son  rhizobium  spécifique, qui 
se  manifeste  par la formation de nodules  fixateurs  d'azote sur les racines  de  la  plante  hôte,  est  le 
résultat  d'interactions  complexes  et  coordonnées  entre  des  processus  bactériens et végétaux.  Un 
nodule  est  formé  aprhs  infection dun tissu  racinaire  de la plante  hôte  selon un processus qui 
supplante  les  mécanismes  naturels  de  défense  de la plante. 
La morphologie des nodules  est  caractéristique de la légumineuse  considérée  (Nutman, 
1956), mais la présence  du  rhizobium  est  indispensable B l'induction de la morphogénèse. Si 
l'on  ne connait  pas encore très bien  tous les mécanismes  qui  aboutissent B la  formation dun 
nodule, il est  clair,  cependant,  que la plante et la bactérie  possMent  toutes  deux  une  information 
génétique  correspondante  qui  s'exprime  lors  de  la  symbiose. 
Bien qu'il ne s'agisse  pas  d'une  règle  absolue, un fait remarquable est la prCsence  de 
plasmides de haute  masse  moléculaire - > 500 Md - chez les bactéries du genre  Rhizobium 
(Nuti et al., 1977; Casse et al., 1979). Ces  mégaplasmides,  appelCs  plasmides  symbiotiques ou
pSym, portent de nombreuses  fonctions  symbiotiques: 
- les gènes  nkcessaires la nodulation  (région nod "commune" - nod ABC et nod D-) dont 
l'expression est contrôlde par des  signaux  sCcrétés par la  plante  -les  flavonoïdes-  (Peters t 
al., 1986; Long, 1989), 
- les gènes de la  spécificitk  d'hôte (nod EF, nod G et nod H) 
- et les  gènes  de  la  fixation  d'azote (nifi. 
Les Bradyrhizobia  ne possuent pas de plasmide pSym et les gènes  symbiotiques sont 
portés  par le chromosome. 
En ce qui  concerne le partenaire  végétal,  des  protéines  spécifiques  appeldes  nodulines 
sont synthétisées lors de la symbiose (voir la revue de Verma et al., 1986). Une classe 
importante  de  celles-ci est constituée  par  les  lèghémoglobines. 
I1 existe deux modes principaux de pénétration des rhizobia dans les racines des 
légumineuses  [voir les revues de Dart (1977) ou de Bauer (1981); Sprent  et  Faria, 19881. Le 
premier fait intervenir les poils  absorbants, B l'intérieur  desquels  se  développent des cordons 
d'infection, et aboutit Ir. la libération  des  rhizobia dans les  cellules  corticales de la plante  hôte.  Ce 
processus qui concerne la majorit6 des légumineuses  tempCrées est le plus  étudié et le mieux 
connu. Le second, parfois appelé "crack entry", s'effectue par l'intermédiaire de cellules 
épidermiques et corticales  rompues ou intactes, ou encore de tissus 1QCs au  point  d'émergence 
de racines  latérales. Cest le mode dit  infection  intercellulaire directe. Rappelons  brièvement  les 
différents  modes  d'infection  connus  et  leurs  principales  caractéristiques. 
2. 1 Infection par l'intermédiaire des poils absorbants 
Apds prolif6ration dans la rhizosphère de la plante hôte, les rhizobia adhérent Ir. 
l'extrCmit.6 des poils absorbants.  La  reconnaissance  spécifique qui s'exerce Ir. ce niveau fait 
intervenir une &rie de signaux et de rdponses, encore mal dCfmis,  CchangCs entre les deux 
partenaires. L'adhérence des rhizobia aux lectines du Trhfle (Dazzo et Hubell, 1975) 
constituerait,  parmi  d'autres,  l'une de ces  interactions. 
L'entrCe des rhizobia dans les poils absorbants est toujours précCdCe par une 
dCformation caractéristique de l'extdmit6 de ces poils qui se recourbent en crosse.  Cette 
ddformation, induite par une ou plusieurs  'substances de nature inconnue produites par le 
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rhizobium,  provoque  la  formation  d'une  poche  renfermant  le  rhizobium. Tri%  récemment, un 
signal  chimique  spécifique - NodRm-1 -, qui  provoque la déformation  des  poils  absorbants  de 
la  luzerne a ét.4 isolé  de Rhizobium  meliloti (Lerouge et al., 1990). 
Les cordons  d'infection,  structures  tubulaires  contenant  les  rhizobia,  prennent  naissance 
B partir de ces poches  et se développent  progressivement  vers  la  base du poil  absorbant  infecté 
puis  vers  l'intérieur de la  racine  (Turgeon  et  Bauer,  1982). Les cordons  d'infection  peuvent 
également être initiés  dans  le  cas où le  rhizobium se trouve  enfermé  dans  une  poche  formée  par 
les  parois  de  deux  poils B leur  point  de  contact  (Callaham  et  Torrey,  1981). Au site  d'initiation 
du  cordon, il y a dégradation  de  la  paroi  du  poil.  La  paroi  du  cordon  est formée par  le  dépôt  de 
matériel  fibrillaire  nouvellement  synthétisé. Avant que  le  cordon  d'infection 'ait atteint  la  base 
du poil, une  activité  méristématique  initiée à distance par le  rhizobium,  se  développe  dans  les 
cellules corticales sous-jascentes  (Truchet et  al., 1980).  Lorsque le cordon a atteint  la  zone 
méristématique, il subit  de  nombreux  branchements,  de  manihre B ce qu'un trhs grand  nombre 
de  cellules  puissent Cm infectées  par  le  même  cordon. La libération  des  rhizobia  intervient  alors 
par  l'intermédiaire de vCsicules  formées B l'extrémite  des  cordons. Les rhizobia  libérés  sont 
entourés  par  une  membrane  p6ribact.4mïdienne  form& B partir  du  cordon et de nature  analogue 21 
celle  de  la  membrane  plasmique. 
2. 2 Autres modes d'infection des racines des légumineuses 
Chez  de  nombreuses  légumineuses,  d'origine  essentiellement  tropical ou sub-tropicale, 
les nodules ne présentent pas de cordon d'infection (Dart, 1977). C'est le cas dArachis 
hypogaea (Allen  et  Allen,  1940 ; Chandler,  1978), de plusieurs esphes d'Aeschynomene 
(Suessenguth  et  Beyerle,  1936;  Arora,  1954;  Yatazawa et  al., 1984)  et  de  quelques esphes de 
Stylosanthes (Ranga  Rao,  1977;  Chandler et al., 1982).  Chez  ces  esp*ces, les  rhizobia accuent 
aux cellules  corticales par  l'intermédiaire  de  déchirures  dans  la  couche  épidermique  telles  que 
celles qui apparaissent au point  d'émergence  des  racines  latérales ou par le biais  d'espaces 
intercellulaires  situés B la  jonction  entre  deux  cellules  épidenniques. 
Ce  mode  d'infection  particulier a été  décrit  dans es grandes  lignes  chez  l'Arachide  par 
Chandler (1978). Chez Arachis, les poils absorbants sont présents uniquement au point 
d'émergence des racines latérales. Les rhizobia spécifiques sont, comme chez le Trhfle, 
capables  d'induire  la  déformation et la  courbure  de  ces  poils.  L'infection  n'aura  cependant  lieu 
que si ces poils absorbants  posshdent  des  cellules  basales trhs élargies.  La  pénétration  des 
rhizobia reste confinée  aux  espaces  intercellulaires, créés entre  la  paroi  du  poil  et  les  cellules 
corticales ou épidermiques  voisines, au point  d'émergence  de  la  racine  latérale. Les cellules 
basales  du  poil  sont  les  premi5res B être  envahies  par  les  rhizobia  apr5s  alteration de leur paroi. 
Ces cellules envahies  peuvent  se  diviser et seront  incorporees  ulterieurement  dans le tissu 
central du  nodule. Les rhizobia  continuent  leur  progression  en dparant les cellules  corticales 
voisines au  niveau de la  lamelle  moyenne  et  occupent  les  espaces  intercellulaires  ainsi  formes. 
L'invasion des cellules  corticales  est  suivi  par une  phase  d'intense  multiplication  bactérienne, 
chaque  rhizobium Ctant enferme  dans  sa  propre  membrane  de  séquestration.  Le  nodule  se 
développe  ensuite  par  divisions  successives  des  cellules  hôtes  infectdes;  chaque cellule fille 
contenant des rhizobia h Yetat végétatif.  Ce  n'est  que  lorsque les cellules ne se  divisent  plus 
qu'a  lieu la  diffhnciation des rhizobia  en  bactéroïdes. 
L'infection  chez Stylosunthes diffiire &Arachis seulement  par le fait que  les  premi5res 
cellules  infectfks degdn5rent. La progression  des  rhizobia  dans  le  cortex  profond  est assur& par 
la  ddgdnérescence  successive  des  cellules  infectées  jusqu'h  une  zone  du  cortex où, au  lieu de 
ddg6nerer, les cellules  infectdes  se  divisent  activement et forment un  meristi2me. Ensuite, le 
d6veloppement  du  nodule  est  analogue h celui  decrit  chez Arachis (Chandler et al., 1982). 
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On distingue  généralement  deux  types  morphologiques de nodules.  Les  nodules  ayant 
un méristème  apical,  une  forme  cylindrique ou allongée (Medicago, Pisum,  Trifolium), ou en 
forme de collerette (Lupinus) sont du type indéterminé, tandis que les nodules de forme 
sphérique ou ovale, B vascularisation  périphérique (Arachis,  Glycine ma, Vigna) sont  du  type 
déterminé  (Goodchild,  1977). La morphologie  des  nodules  est ous le  contrôle  du  génome  de  la 
plante.  Sen et  al. (1986) ont montré  qu'une  même  souche de rhizobium - 32H1 - pouvait 
induire  la  formation de nodules  de  type  déterminé  chez  deux  plantes  hôtes  différentes,  cowpea 
et Arachis, dont  le  développement fait intervenir,  dans le premier  cas la formation  de  cordons 
d'infection,  et  dans le second, la division  des  cellules  infectées. 
Un autre  mode  d'infection,  qui  n'implique ni les  poils  absorbants, ni des déchirures de 
l'épiderme de la racine  mais  dans  lequel les rhizobia  pénétrent  directement entre les cellules 
épidenniques  intactes,  a été récemment  mis  en  évidence  chez  une  légumineuse  arborescente 
primitive, Mimosa scabrella (Faria et al., 1988).  Aprbs  avoir adhé1-6 B la racine,  les  rhizobia 
pénktrent  dans  la couche mucilagineuse,  puis  dans la paroi  cellulaire  primaire  des  cellules 
épidermiques externes de  la racine.  Les  bactéries  ne  pCnbtrent  pas dans la paroi cellulaire 
secondaire  interne.  Elles  s'infiltrent  entre  les  cellules  du  cortex  externe,  en s  déplaçant  dans  les 
parois  cellulaires  primaires et dans les  espaces  intercellulaires où elles  s'y  multiplient  (Sprent et 
Faria,  1988).  L'infection  intracellulaire  est  parfois  observ6e  dans les cellules  adjacentes. Elle 
paraît  résulter de déformations ou invaginations de la paroi  cellulaire de l'hôte,  elles-mêmes 
dues B la prolifération  des  bactéries. La multiplication  bactérienne se poursuit B l'int6rieur de ces 
cellules, les rhizobia étant inclus  en  grand  nombre  dans de larges poches qui occupent une 
partie  importante  du  volume de la  cellule hôte.  Des  structures mal definies  ressemblant B des 
cordons  d'infection  peuvent être émises B partir de ces  poches,  traverser la paroi  cellulaire et 
infecter  les  cellules  voisines. Il n'y a  pas  libération  des  rhizobia B partir de ces  structures.  Dans 
tous  les  cas,  cette  invasion  conduit B la  mort de la  cellule  hôte.  L'initiation  d'un  mérist5me dans 
le cortex interne de la racine a  lieu  aprbs  l'invasion intracellulaire des cellules corticales 
externes.  L'infection des cellules  méristématiques  par  l'interm6diaire de cordons  d'infection et 
le  développement  du  nodule  chez Mimosa scabrella seraient  ensuite  similaires B ceux  décrits 
chez les légumineuses temHrées B nodules  indéterminCs  (Newcomb,  1981). 
2. 3 Processus d'infection chez les légumineuses il nodules caulinaires 
La  caracteristique  commune  des  légumineuses B nodules  caulinaires  est la présence  sur 
leur  tige de sites de nodulation  prédéterminés. Les nodules  caulinaires  se  dbveloppent  toujours 
au point &émergence d'ébauches racinaires (Arora, 1954; Duhoux et Dreyfus, 1982). 
L'ontogCnbse des nodules  caulinaires de Sesbania rostrata, grâce  aux  travaux de Tsien et al. 
(1983)  et de Duhoux (1984),  est  relativement  bien  connue. 
Les  sites de nodulation  de S. rostrata sont  constitués  d'un  dôme  épidermique  percé  en 
son  centre  par  l'apex de l'Cbauche racinaire  adventive. Le développement de ces ébauches 
racinaires de, autour d'elles, une cavité  circulaire  entre  leur  cortex  externe et l'Cpiderme de la 
tige de  la plante.  L'infection  par les rhizobia a  lieu  au fond de cette cavité. Les rhizobia 
p6nbtrent dans les espaces intercellulaires; ils s'y multiplient  activement,  formant de volumi- 
neuses  poches situdes entre les couches  externes  du  cortex de l'ébauche  racinaire. Les poches 
possbdent une paroi propre et les bactéries  qu'elles  renferment  sont  incluses  dans un matériel 
fibrillaire tr5s lâche. A ce stade de l'infection, une activité  méristématique est initik dans les 
couches  internes du cortex de l'ébauche  racinaire. La différenciation  d'un  méristbme  nodulaire 
précbde l 'Ctape  suivante qui est celle de l'apparition de cordons  d'infection,  formés B partir de 
digitations Cmises des poches  intercellulaires. Ces cordons  infectieux,  d'abord  intercellulaires 
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puis  intracellulaires  se  ramifient,  envahissent la  zone  méristématique et libèrent  les  rhizobia 
dans le  cytoplasme  des  cellules. 
En ce qui concerne les Aeschynomene, le processus d'infection conduisant h la 
formation des nodules  caulinaires  n'a, B ce jour, pas  été  décrit. Les études structurales et 
ultrastructurales  des  nodules de tige  (Arora, 1954; Vaughn et Ellmore, 1985) et de racines d'A. 
indica (Arora, 1954; Yatazawa et al., 1984) révèlent  toutefois  l'absence de cordons d'infection 
dans les nodules,  laissant  supposer  que  le  processus  d'infection  serait,  comme  pour  l'Arachide 
et Stylosanthes, du type intercellulaire  ("crack  entry"). 
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CHAPITRE II : MATERIELS ET METHODES 
1. SOUCHES BACTERIENNES 
1. 1 Isolement des rhizobia contenus dans les nodules 
Lorsque leur taille et leur morphologie le permettent, les nodules sont détachés 
manuellement de la  tige ou de  la  racine.  Dans le cas  contraire,  on  découpe  au  scalpel  la  plus 
petite  portion de la  tige ou de  la  racine  portant un nodule. Le materiel  est  immergé  dans  de 
l'alcool B 70 % pendant 5 minutes,  puis  dans une solution  acidifiée  de  HgC12 B 0,01% pendant 
5 minutes  avant  d'être  rincé  abondamment B l'eau  distillée  stérile.  L'isolement du rhizobium 
peut  être  pratiqud,  soit  directement  en  piquant  avec d'un fil  de  platine B l'intérieur d'un nodule 
s e ~ t i o ~ é  en  deux  portions,  soit,  lorsque le nodule  est  de  petite  taille,  apres  broyage  du  nodule 
dans  une  goutte  d'eau  stérile li l'aide d'un broyeur homoghiseur de  Potter. Le prél5vement 
réalid est Ctalé sur sur un milieu gelod appropri6. 
1. 2 Souches isolbes de nodules de tiges et de racines d'Aeschynomhnes 
Les  souches  de  rhizobia  d'Aeschynom6nes  utilisées  dans  ce  travail  sont  présentées sur 
le  tableau 3. Les souches  sont  conservées  soit B 4 O C  en  gélose  inclinée,  soit 21 l'état lyophilid 
ou encore B -20 OC en  milieu YM additionné  de 50 % de  glycérol. 
1. 3 Souches  bactériennes de référence  et  autres  souches  utilisées  en 
taxonomie 
Les souches de référence et les souches utilisées pour l'étude taxonomique sont 
présentees  sur le tableau 4. 
2. PLANTES 
Les diffdrentes  esp&ces d'Aeschynomene étudiées  sont  les  suivantes: 
- Aeschynomenes  rencontrées au Senégal: A.  afraspera, A .  americana, A .  crassicaulis, A. 
elaphroxylon, A. indica, A. pfundii, A .  schimperi, A. sensitiva, A.tambacoundensis et A .  
uniflora. Il faut  noter que l'esfice A.  indica semble  poss6der  deux  autres sous-esphes qui  se 
diffbrencient de la premihe par  la taille et le port  des  plantes  ainsi que par  la  forme et les 
dimensions des gousses et des graines. 
- Aeschynomhnes  provenant de la  collection de I'IFAS, Université  de  Floride: A .  Ciliata, A .  
denticulata, A .  evenia,  A.  falcata,  A. fluminensis, A.  histrix, A .  nilotica, A.  pratensis, A. 
rudis, A. scabra et A.  villosa. 
- autres  plantes utiliks: Arachis  hypogaea,  Macroptilium  atropurpureum (Siratro), Sesbania 
rostrata, Stylosanthes guyanensis, et Vigna Unguiculata (NiébC,  cowpea). 
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Souches  Plantes  hôte d’isolement origine ou  référ nce 
ORS301 A. americana Rive  du  Niger,  Bamako (Mali) 
ORS302 A. pfundii (T*) Lac de Guiers  (Sénégal) 
ORS303 A.  ajkzspera 0 Mare d’Oursi (Niger) 
ORS304 A .  elaphroxylon (T*)  Lac  de  Guiers(Sénégal)
ORS305 A .  schimperi (R) Koulhar,  Sine-S loum  (Sén.) 
ORS306 A. indica (T) Lac de Guiers  (Sénégal) 
ORS308 A. afraspera (R) Balandine,  Casamance  (Sén.) 
ORS309 A.  uniflora (T) Tananarive  (M d g scar) 
ORS3 10 A. indica (T) Keur  Mactar,Sine-Saloum (Sén.) 
ORS312 A. afraspera (R) Salémata,  énég l  Orie tal 
ORS3 14 A. nilotica (T) Bel-Air,  Dakar  (Sén.) 
ORS3  15 A. @raspera (T) Keur  Macta ,  Sin -Saloum (Sén.) 
ORS3 16 A. @aspera 0 Anambé,  Vélingara  (Sén.) 
ORS3  18 A. indica subspl (T) MBidi, Ferlo (Sen.) 
ORS319 A. indica subspl (T) Richard-Toll,  Fleuve (SCn.) 
ORS320 A. indica (T) Fatick,  Sine-Saloum  (Sén.) 
ORS322 A. @raspera (T) Keur  Mactar,  Sine-Saloum  (Sén.) 
ORS324 A. afrapera (R) Keur  Mactar,  Sine-Saloum  ( en.) 
ORS326 A. @raspera (T) Bel-Air,  Dakar (SCn.) 
ORS328 A. indica subsp2 (T) Keur  Momar Sm, Fleuve  (Sén.) 
ORS329 A. elaphroxylon (T*)  Lac  de  Guiers (SCn.) 
ORS330 A. sensitiva (T) DjibClor,  Casamance  (Sén.) 
ORS33 1 A. tambacoundensis (T) Tambacounda  (Sé .) 
ORS334 A. tambacoundensis (T) Tambacounda  (Sén.) 
ORS336 A. afraspera (T) Anambé,  Vélingara(Sén.) 
ORS337 A.  afrapera (R) Bel-Air,  Dakar  (Sén.) 
ORS338 A. indica (T) Fisse1  (Sén.) 
ORS343 A. schimperi (T) Koulhar,  Sine-S loum  (Sén.)
ORS347 A. @aspera (T) Tobor,  Casamance  (Sén.) 
ORS35 1 A. @raspera (T) Néma,  Sine-Saloum  (Sén.) 
ORS355 A. uniflora (T) Hauts-Plateaux  (Madagascar) 
ORS362 A. @aspera (T) FimCla, Sine-Saloum  (Sén.) 
ORS364 A. nilotica 0 Bel-Air,  Dakar (SCn.) 
ORS370 Aeschynomene sp. BWlIldi 
T, souche isob de nodule de tige 
R, souche isok de nad& de racine 
*, nodules caw local&% sur la partie basse et immergk de la tige 
Tableau 3: Caractéristiques des souches de rhizobia d‘Aeschynomene. 
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Tableau 4: Souches  bactériennes  utilisées pour la taxonomie. 

































TAL1  145 
TAL1399 
Bradyrhizobium 
Sesbania  rostrata (T) Ferlo  (Sénégal), B. Dreyfus 
S. rostrata (T) Ferlo, B. Dreyfus 
S. rostrata (T) Madagascar, R. Fetiarison 
S. rostrata (T) Madagascar, R. Fetiarison 
S. rostram (T) Casamance  (Sén.),  I. NDoye 
S. rostrata (T) Casamance, I. NDoye 
S. rostrata (R) B. Dreyfus 
S. rostrata (R) B. Dreyfus 
S. rostrata (R) B.  Dreyfus 
S. rostrata (R) B. Dreyfus 
Sesbania  c nubina (R) I. NDoye 
Sesbania grandiflora (R) B. Dreyfus 
S. grandiflora (R) B. Dreyfus 
A. farnesiana B. Dreyfus 
Acacia  senegal S. Badji 
A. senegal S. Badji 
A.  senegal S .  Badji 
A. senegal S .  Badji 
A. senegal S .  Badji 
Neptwùa  oleracea B.  Dreyfus 
Medicago  sativa INRA-CNRS  Toulouse 
M .  sativa INRA-CNRS  Toulouse 
M. sativa INRA-CNRS  Toulouse 
Trifolium  repens INRA-CNRS  Toulouse 
Cicer arietinwn NifTAL, Hawaii 
Lublabpwpweus CSIRO,  Canberra  (Australie) 
Cajanrrs cajan ICRISAT,  Hyderabad  (Inde) 
Glycine m. (Sinorhizobium fredii)USDA-ARS, Beltsville  (USA) 
Glycine m. (R. fredii)  USDA-ARS, Beltsville 
k a e m  leuCocephala NifI'AL, Hawaii 
L. leucocephala NifI'AL,  Hawa i 
Vicia faba NifI'AL, Hawaii 
ORS 103 Acacia&& 
ORS841 Acacia  hohsericea 




Tableau 4 (suite) 



























Acacia  mangiwn 
A. mangium 
Albizzia  lebbeck 
Glyricidia  sepium 
Cajanus  cajan 
C. cajan 
Macrotyloma  aji-icanurn 
Glycine m. 
G. max 
G. m a  
G. max 








(Agrobacterium  rhizogenes) 
(Phyllobacterium  rubiaceanun) 
(P. myriacinacearum) 
(Xanthohcter autotrophicus) 
(X.  autotrophicus) 
S .  N'Diaye 
S .  N'Diaye 
O. Diagne 
O. Diagne 
NifTAL,  Hawaii 
NifTAL, Hawaii 
USDA-ARS,  Beltsville 
USDA-ARS,  Beltsville 
USDA-ARS,  Beltsville 
USDA-ARS,  Beltsville 









LMG,  Gand  (Belgique) 
LMG,  Gand 
LMG,  Gand 
LMG,  Gand 
LMG,  Gand 
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3. MILIEUX DE CULTURE 
3. 1 Milieux de culture des rhizobia 
3.1.1 Milieu YM 
La composition du milieu YM (Vincent,  1970)  pour 1' isolement  et  la culture des 
rhizobia  est  la  suivante  (pour 1 litre):  mannitol,  10 g; K2HP04,0,5 g; MgS04  (7H20), 0,l g; 
CaC12 (2H20), 40 mg; FeC13 (6H20), 4 mg; extrait de levure, 1 g. Le pH est  ajusté à 6,s 
avant stérilisation à 120 OC pendant  20  minutes. Le milieu  YMA est le milieu  YM additionné de 
20 g d'agar. 
3.1. 2 Milieu  minimal pour la  fixation  d'azote in vitro (SA) 
Le milieu  minimal (SA) contient  (pour 1 litre):  D-arabinose, 6 g; succinate  de  sodium, 
5,4 g; K2HP04, 1,6 g; m 2 P o 4 ,  0,8 g; MgS04  (7H20), 0,l g; CaC12 (2H20), 40 mg; 
FeC13 (6H20), 10 mg, NaCl, 50 mg; Na2MoOq (2H20), 10 mg;  MnSO4 (7H20), 2 mg; 
ZnSO4 (7H20), 0,22 mg;  CuSO4 (5H20), 0,08 mg, H3B03, 3 mg;  biotine,  0,6  mg;  acide 
pantothCnique, 1,25 mg,  acide  nicotinique,  1,25  mg.  Le  pH  est  ajusté B 6,8. 
Le milieu SA gélose  contient 8 g d'agar  Noble  @ifCo)  par  litre. 
3.1.3 Milieu SAG 
C'est le milieu  SA  supplement6 par 0,5 g de  glutamate de sodium. 
3. 2 Milieux de culture pour les plantes 
3.2.1 Milieu de Jensen 
1 litre): K2HP04, 0,2  g; MgSO4 (7H20), 0,2 g; NaCl,  0,2 g; CaPO4, 1 g; FeC13 (6H20), 
0,14 g; H3B03,  236 mg; MnS04  (4H20), 2,03 mg; ZnSO4 (7H20),  0,22 mg; CuSO4 
(5H20), 0,08 mg;  Na2MoOq (H20), 0,09 mg. Le pH est  ajust6 B 6,7  avant  stérilisation B 110 
OC pendant  30  minutes. 
3.2.2 Milieu  de  culture  des  plantes  en  prdsence  d'azote  combiné 
Le milieu de culture des plantes (Hewitt, 1966) pour 1'6tude de l'effet de l'azote 
combiné  en cultures hydroponiques a la  composition  suivante (pour 1 litre):  K2HPO4,108,8 
mg;  CaC12 (2H20), 117,8  mg; MgS04  (7H20), 77,2 mg; MnS04  (4H20), 0,45 mg;  CuSO4 
(5H20), 0,05 mg; %SO4 (7H20), 0,058 mg; H3B03,0,62 mg;  NaCl, 1,2 mg;  Na2MoOq 
(2H20), 0,025 mg;  NaFe-EDTA,  10  mg. le pH  de  la  solution  est  ajustd B 6,5  avant  stérilisation 
B 120 O C  pendant  20  minutes. 
Le milieu  de  Jensen  (Vincent,  1970) pour la  culture  des  plantes en tubes  contient  (pour . 
4. METHODES DE CULTURE DES RHIZOBIA 
4. 1 Culture asymbiotique en milieu faiblement g6los4 
La fixation d'aznte in vitro a 6t6  estimee  par  la  mesure d l'activité  r6ductrice dacétylhe 
des  souches de rhizobia cultivees en  milieu SA(G) faiblement  g6los6  selon  une  technique 
analogue B celle dkrite par  Dobereiner  et  Day  (1976). Les rhizobia, environ  5x108  bact6ries 
contenues dans 1 ml de  milieu  SA et provenant  d'une  culture  âgee de 4 jours @.O. B 570 nm = 
1)  en  milieu YM pr&blement  centxifugée et lavk avec  du  milieu SA, sont mis  en  culture  dans 
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des  tubes à essais  de 180 x 18 mm contenant 4 ml de  milieu  gélosé  maintenu à 50 OC. Après 
l'inoculation,  une  bourre  de  coton  cardé  stérile  est  introduite 8 mi-hauteur  dans  chaque  tube à
essai,  de  mani2re 21 assurer  l'asepsie  dans  la  partie  inférieure du tube,  puis  les  tubes  sont  fermés 
avec des bouchons à jupe rabattable.  On  injecte  de l'acétylhe dans la phase  gazeuse à la 
concentration  finale  de 5 % et les  tubes  sont  placés à l'étuve à 30 O C .  Des  échantillons  de  la 
phase  gazeuse  sont  prélevés  chaque jour et l'éthylbe produit est mesuré  par  chromatographie 
en  phase  gazeuse  (paragraphe  6.1). 
4. 2 Culture asymbiotique en milieu liquide 
Les expériences  en  milieu  liquide  sont  réalisées  dans des flacons  sérum  de 570 ml 
contenant  15 rnl de  milieu  SA(G). Aprb inoculation  par  des  rhizobia  conditionnés  comme  ci- 
dessus,  les  flacons  sont  placés sur un  agitateur  rotatif  (150  rpm). 
5. METHODES DE CULTURE ET INOCULATION DES PLANTES 
5. 1 Stérilisation et germination des graines 
Les  graines  des  differentes  Aeschynom5nes  et  celles  de Sesbania  rostrata sont  stérilisées 
extérieurement  et  leur  cuticule  attendrie  par un  bain  de  20  minutes dans de l'acide  sulfurique 
concentré (5 minutes  pour A. falcata et A. histrix, 15  minutes  pour A .  americana). Lorsque la 
stérilisation des graines  n'est  pas  necessaire,  par  exemple  lors  d'une  expérimentation  au  champ, 
l'inhibition  tégumentaire est levée  en  scarifiant les graines entre deux  papiers  de  verre. Les 
graines d' Arachis  hypogaea, de Macroptilium  atropurpureum, de Stylosanthes  guyanensis et 
de Vigna unguiculata sont  désinfectées par trempage  pendant  3  minutes  dans  une  solution 
acidifiée  de HgC12 à 0,l % (Vincent,  1970).  Aprhs 5 rinçages  successifs  avec  de  l'eau  stérile, . 
elles  sont  laissées 4 heures dans l'eau  du  dernier  rinçage  puis  réparties  stérilement  sur  la  surface 
de boites  de Petri contenant  de  l'eau  gélosée 21 10 g/l. Les  boites  sont  ensuite  incubées en 
atmosph5re  humide 21 30 O C  et à l'obscurité  jusqu'à ce que  les  racines  apparues  aient  atteint une 
taille de 1 cm. 
5. 2 Cultures hydroponiques 
5.2.1 Tubes de Gibson 
Ap&s  germination,  les  plantules sont transferees  dans les dispositifs  de  culture  décrits 
par  Gibson  (1963).  Ce  sont  des  tubes à essais  de  15x150 mm, remplis  d'eau et contenant 10 ml 
de  milieu  de  Jensen  (paragraphe 3.2.1)  en  pente gélosde.  Ils sont  recouverts il leur  extrémitt5  par 
du  papier  aluminium  comportant  un  orifice  par  lequel  on  introduit la racine  de  la  plantule. Un 
autre  orifice  pratique dans le capuchon d'aluminium permet le remplissage  et  le  maintien du 
niveau  d'eau dans les tubes. Les plantules  sont  d'abord  plaçees  en  atmosphhre  humide  pendant 
48 h pour eviter le dessechernent  de  l'enveloppe  cotyl6donaire des semis, puis dans une  étuve à 
températurc et eclairage  contrôlés.  A  une  période  de 14 h B 10 O00 lux avec  une  température 
régulee B 30 O C ,  s u a "  une m o d e  d'obscurité  de  10 h avec  une  température  de  25 OC. 
5.2.2 Culture des plantes  en  presence  d'azote  combine 
Les tubes  de  culture  sont des tubes de Gibson de 30 x 200 mm contenant  125 ml de 
milieu de Hewitt  (paragraphe 3.2.2). Les tubes comportent B leur  partie  inférieure un orifice 
obture par un  bouchon  Vacutainer qui facilite  la  vidange  des  tubes lors du  renouvellement  du 
milieu de culture. Pour pennettre un meilleur  developpement des plantes, le milieu  de  Hewitt 
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est  additionné  de 0,5 mh4 d'azote sous la  forme  de Ca(N03)2 pendant  les 3 premières  semaines 
de culture des plantes.  Le  milieu  de  culture  est  renouvelé  chaque  semaine  jusqu'd  l'inoculation 
des  plantes. 
5.2.2.1  Effet  du  nitrate  sur  l'activité  nitrogénase  des  nodules  préexistants 
Pour  étudier  l'effet  du  nitrate sous la forme  de Ca(N03)2 sur  l'activité  des  nodules déjja 
formés  sur  les  tiges  et  les  racines d'A. afraspera, 5 concentrations  en  nitrate (O, 3, 6,9  et  12 
rnM N03) ont  été  appliquées  sur  des  plantes  âgées  de 44 jours. Ces  plantes  ont  préalablement 
été  inoculées  après 30 jours de  culture.  Après  l'application du nitrate,  le  changement du  milieu 
nutritif des  plantes  est  effectuC  tous  les  jours  jusqu'au  moment  de  la  récolte,  le  50  ème jour d  
culture. 
5.2.2.2  Effet  du  nitrate  sur la  formation  et  l'activité  nitrogénase  des  nodules 
Les plantes  sont  cultivdes  pendant 22 jours en  tubes  de  Gibson  avant  de  recevoir le 
traitement  en  nitrate (O, 3,6,9, 12 et 15 mM NO3). Le milieu de culture  est  ensuite  renouveld 
tous les 2 jours.  L'inoculation  des  tiges et des  racines a lieu le 30  *me jour de  culture, et la 
récolte  des  plantes  20  jours  plus tard.
5. 3 Culture des plantes dans les conditions du champ 
5.3.1  Cultures sur sol  en  vase  de  végétation ou en  micropaxcelles. 
Les plantes  sont  cultivées  dans  des  vases  de  végétation  constitués  par  des  cylindres e  
P.V.C. de 30 cm de  diamhtre  et  de 60 cm de profondeur,  hermdtiquement  fermés B leur  partie 
inférieure  et  enterrés  dans le sol jusqu'ja 10 cm de  leur  bord  supérieur.  Ils  sont  remplis  avec 30 
kg de  sol  sableux  (station  de  Bel-Air)  dont  la  teneur en  azote  est  d'environ  0,03 % (tableau  5). 
Les cultures des plantes  en  pots  sur un sol trks pauvre  en  Cléments  minéraux  ont été  réalisées 
avec un sol  provenant  d'une  dune  côtikre  (sol  de  Cambérène,  tableau  5). 
5.3.2 Cultures en  présence  d'azote  combiné. 
L'effet de l'azote  combiné, sous la  forme  d'urée,  sur la croissance  et  la  fixation  de 
l'azote  par A. ufiasperu cultivée au  champ a été  suivi  après  l'application  de 4 traitements  azotés 
correspondant ja O, 50, 100,200 kg N-urée par  ha.  L'expérimentation a été  réalisée  dans  des 
vases de végétation  contenant  chacun  30  kg  de  sol  de  Bel-Air  complémenté  par  1,34 g de KC1, 
2,64 g de Ca(HpO4)2  et 1,74 g de MgS04 représentant  respectivement 100,100  et 50 kg  de 
K, P et Mg par ha. L'apport  d'engrais  mot6 a CtC fractionné, 50% au  moment  du  semis et 50% 
le 3@me jour de culture (O, 0,38,0,76 et  1,55 g d'uree  par  apport). Les racines  et  les  tiges  des 
plantes  ont Ct6  inmlCes respectivement  le 2@m et  le  30*me jour de  culture. 
5.3.3 Effet du phosphore et du  potassium  sur  la missance et  la  fixation  d'azote 
par A. @aspera. 
Les plantes ont Ct6 cultivees  dans  des pots contenant  chacun  3,5  kg  de  sol  de 
CamMr&ne (tableau 5). L'application de KC1  avec 3 rép6titions  par  traitement a étd  effectuCe ja 3 
concentrations (O, 100, et 200 mg K / kg de sol)  en  presence ou non de 100 mg P / kg  de  sol. 
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Sol  de  Bel-Air  Solde  Cambérhe 
Argde 
Limon  fin 
Limon  grossier 
Sable  fin 
Sable  grossier 
Azote 
P2O5 total 













0,028 % - 
Tableau 5: Caract6ristiques  physico-chimiques  des sols de  Bel-Air  et  de  Camb6dne 
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L'inoculation  des  plantes (1 plante / pot)  a eu  lieu  au  moment  du  semis (racines) et le  30ème 
jour de culture (tiges). Les plantes  ont  été  récoltées 50 jours apr2s  le  semis. 
5. 4 Culture du riz en microparcelles - Effet de l'engrais vert. 
Le riz est cultivé  dans  des  microparcelles de 1 m2 faisant  partie d'un dispositif de 20 
cases lysimétriques  en  béton.  Chacune  des  cases  de 1 m  de  profondeur  contient 500 kg de  sol 
sableux de Bel-Air.  Quatre  traitements  avec 5 répétitions  ont  ét6  appliqués  dans un dispositif au 
hasard: 
(a) Engrais vert A. afraspera. Après stérilisation et germination comme décrit 
précédemment,  les  graines  sont  semées  dans  les  microparcelles B la densite de 60 graines  par 
m2. Les microparcelles  sont  fertilisées  avec un engrais PK constitue  par 163 g de K H m 4  + 
9,l g de K2HP04 par  parcelle,  correspondant B 50 kg P  et 100 kg K par  ha.  L'inoculation  des 
racines  a  lieu  le  jour  du  semis (10s bactéries  par  graine).  Le sol est  maintenu  humide  jusqu'h ce
que les plantules  aient 3 h 5 cm de hauteur,  puis  submerge  sous  une fine lame  d'eau. Les tiges 
des plantes  sont  inoculées 3 semaines  aprhs la germination,  par  vaporisation  d'une  suspension 
bacterienne dilu& de la  souche ORS322 (108 bactériedml). La récolte  a  lieu  lorsque l s plantes 
sont  âgées de 7 semaines.  Apri3s  drainage  du  sol, les  plantes  sont  coupées,  pesées  puis  débitees 
en fragments de 10 B 20 cm de long  avant dêtre enfouies  dans le sol. Des  plantules de riz de la 
variété  Moroberekan  âgees  de  deux  semaines  sont  repiquées 2 s maines  aprbs  l'enfouissement, 
B la densité  de 25 poquets de 3 plantules  par m2. 
(b) Engrais  vert A. nilotica. Même  traitement  qu'en  (a). 
(c) Engrais azoté. Pendant les 9 semaines qui precbdent le repiquage du riz, les 
microparcelles  sont laisdes en  jachhre nue avec  le  même  traitement  hydrique  qu'en  (a) et (b). 
Ensuite, les parcelles  reçoivent  l'engrais PK, sont  repiquees en riz  puis  irriguées.  L'engrais 
azotd (22.2 g d'urée  par  parcelle)  correspondant B 100 kg de N par  ha, est apporte  en  deux  fois, 
une  moitié  avant  le  repiquage du  riz,  l'autre  moitié  au  moment  du  tallage  du  riz. 
(d) Parcelles témoins. Traitement identique  qu'en  (c),  mais les parcelles reçoivent 
seulement  l'engrais PK avant le repiquage  du  riz. 
Le riz  est  récolté 140 jours  apr2s  le  repiquage. 
5. 5 Inoculation des plantes 
Les plantes cultivees en tubes de Gibson  sont,  en  general,  inoculees  aprhs 48 h de 
culture. Les tubes  sont  inocules, B l'aide d'une seringue ou d'une pipette  sterile,  avec  environ 
2x108 bactéries  provenant  d'une culture de rhizobium spkifique en phase  stationnaire de 
croissance  en  milieu YM, préalablement  centrifugee t lavb B l'eau  distillee.  L'inoculation des 
tiges est r6ali& en  badigeonnant  les  sites de nodulation  avec  un  pinceau fin, tremp6  auparavant 
dans une culture bacthienne dilu& au l/lOo. 
Lorsque les plantes sont cultivdes en vases de végetation ou en microparcelles, 
l'inoculation des racines est obtenue  en  arrosant  les  plantes  avec une  suspension  dilude d'une 
culture du rhizobium spdcifique, tandis que  l'inoculation des tiges est assurée  par  pulvérisation 
de la culm bacwenne dilu&. 
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6. METHODES DE DOSAGE 
6. 1 Mesure de I'activitb réductrice d'acétylène (ARA) 
L'activité de la nitrogénase est mesurée  par la réduction de l'acétylène en éthylbne 
(Hardy et al., 1968). A une  pression  partielle Cgale ou supérieure B 10 %, l'acétylbne  inhibe les 
autres  substrats que la nitrogénase  est  capable  de  réduire.  Cette  propriété est utilisée  pour 
évaluer  l'activité  nitrogénase  par  le  dosage  de  l'éthylbne  produit. 
Des  échantillons  gazeux de 0,5 ml sont  prélevés  et la quantité  d'éthylbne  présente  dans 
l'échantillon  est  mesurée  par  chromatographie  en  phase  gazeuse.  On  utilise un chromatographe 
Varian Aerograph B ionisation de flamme, modèle 1400, équipé d'une colonne en acier 
inoxydable de 1,20 m  x 0,2 mm remplie de Sphéosil XOB 075. La  température de la colonne 
est de 75 OC, celle de l'injecteur  est de 60 OC et celle  du  détecteur de 150 O C .  Le gaz vecteur  est 
l'azote  dont  le dCbit est de 40 ml/min.  La  quantité  d'éthylbne  présente  dans  l'Cchantillon  est 
détermin& par  rapport B un &hantillon de référence  contenant de l'éthylbne B 1 pour 1OOO. 
La mesure de l'activité  réductrice  d'acétylbne des nodules de tige et de racines est effectuée 
aprbs  avoir  introduit  les  tiges ou les systbmes  racinaires  des  plantes  dans  des  flacons  sérum de 
250 ou 570 ml Les flacons  sont  bouches  hermétiquement  avec  des  capuchons en caoutchouc et 
l'acétyhe est  injectée B la  concentration  finale  de 10 %. L'éthylbne  produit  est  mesuré  apr&s 30 
minutes et 1 h  d'incubation B 30 O C .  L'ARA  totale  est  exprimée  en  pmoles de C2Hq produites 
par  h et par  plante.  L'ARA sgcifique est  exprimée  en  pmoles de C2Hq produites  par h et par  g 
de nodules  (poids frais ou poids sec). 
6. 2 Dosage de l'azote total 
Les Cchantillons  végétaux  sont  préalablement m i s  B sécher  dans une étuve 21 70 OC * 
pendant 48 h, puis  finement  broy6s B l'aide  d'un  broyeur B marteaux. Le dosage de l'azote  total 
selon le pm&é de Kjeldahl  (Bremner, 1960) est  effectué par un analyseur  semi-automatique 
Büchi  ap&s  minCralisation 9 chaud  par  l'acide  sulfurique  concent&. 
6. 3 Dosage des protéines 
Le  dosage des protéines  bactériennes  est  effectué,  ap&s  mise  en  solution des protéines 
par  chauffage  en  milieu  alcalin,  selon  la  méthode d M t e  par Lowry et al. (195 1) en  utilisant de 
l'albumine de boeuf  comme  référence. 
6. 4 Analyses de l'essai engrais vert 
La matii3e verte enfouie  est  préalablement pede,  le poids sec déterminé par séchage il 
l'étuve il 105 O C  pendant 24 h et la  teneur en N total  selon le procéd6  de  Kjeldahl  (Bremner, 
1960) en utilisant un analyseur  semi-automatique  Büchi. 
Au moment de la  dcolte, les plants de riz sont coupCs  au  niveau  du collet et les 
panicules sont comptees. Les grains et les pailles sont pesés séparément et leur teneur 
respective err amte &tamim5e selon la  méthode de Kjeldahl. 
Cinq 6chantillons végetaux  sont  prélevCs dans chaque  parcelle et chaque  mesure est la 
moyenne de 3 dp6titions. 
41 
7. HISTOLOGIE 
7. 1 Microscopie électronique 
Les  nodules  de  tige  régulikement  prélevés au cours  de  leur  développement  ont ét6 fixés 
pendant 1 h sous vide  et B température  ambiante  dans  une  solution  de  glutaraldéhyde B 2,5 % 
dans un tampon  cacodylate  de  sodium 0,2 M (pH 7,2) . Le  matériel  est  ensuite  lavé 4fois  dans 
le même  tampon  puis  post-fixé  pendant 1 h dans  une  solution  de  tétroxyde  d'osmium B 1 % 
dans du  tampon  cacodylate 0,2 M. Après  fixation,  les  nodules  sont  inclus  dans  1'Epon 812. 
Les coupes  ultrafines  sont  observées  au  microscope  électronique  Siemens  Elmiskop 101 ou 
JEOL 1200EX après  contraste  par  l'acétate duranyle B 2 % et  le  citrate  de  plomb  (Reynolds, 
1963). 
7. 2 Microscopie photonique 
La  fixation  pour  l'observation  en  microscopie  photonique  a Ct6  réalisCe, soit dans le 
mélange  alcool-formol-acide  acétique  (Lison, 1960), soit  dans  la  solution de glutaraldehyde B 2 
% décrite  ci-dessus. Aprhs déshydratation B l'alcool, le matériel  est  inclus dans le  Paraplast (+) 
(Brunswich  Laboratory) ou l'Epon 8 12. Les  coupes  sont  observées  aprhs  coloration  par le bleu 
de toluidine B 0,l % ou  par  l'hématoxyline  ferrique  de  Regaud  (Lison, 1960). 
7. 3 Observation du nucléoïde des bactéroïdes 
De  manihre B obtenir  une  meilleure  futation  du  nuclCoïde  bactdrien,  nous  avons utilise la 
méthode  de  Ryter  et  Kellenberger (1958). Des  fragments  de  nodositCs  matures  ont éte fix6es 
pendant  une nuit dans le tétroxyde  d'osmium B 1 % dans le  tampon  de  Michaelis,  puis  pendant . 
2 h dans un mélange  d'acétate  d'uranyle B 0,5 % dans le tampon  de  Michaelis B pH 6,l. Ap&s 
déshydratation,  le  matériel  est  inclus  dans  1'Epon. 
Extraction Dar la  pronase  et  la  DNase: Sur des  coupes  ultrafiies,  des  extractions  d'une  durée  de 
20 min. B 2 h,  ont  été  réalisées  par  la  pronase B 0,Ol % dans  de  l'eau  distillée  et/ou  par  de  la 
DNase B 0,l % dans une  solution  aqueuse  de MgS04,7H20 B 0,003 M. Les  coupes  ont 
ensuite  ét6  contrastkes  rapidement  par  l'acétate  d'uranyle et  par  le  citrate d plomb. 
Coloration réFessive A 1'FDTA; Des  coupes  de  mat6riel  fix6  par  la  glutaraldéhyde B 2,5 % puis 
incluses  dans  l'Epon  ont  ét6  traitées  selon  la  technique  de  Benhard (1969). Les a l e s  contenant 
les coupes  ont étC mises B flotter  pendant 1 min. sur une solution  aqueuse  d'EDTA B 0,2 M, 
puis 1 min. sur une solution  aqueuse  de  citrate  de  plomb  avant  d'être  observCes  en  microscopie 
électronique. 
8. ETUDE TAXONOMIQUE DES RHIZOBIA ISOLES D'AESCHYNOMENE 
8. 1 Taxonomie numérique 
Cette Ctude est basCe sur  l'examen  de 148 caracthres  morphologiques,  physiologiques, 
biochimiques et nutritionnels. 
8.1.1 Caracthres morphologiques 
L'aspect des colonies (diambtre, surface, contour, consistance, coloration) a 6tb 
d6termin6  sur  des  cultures de 5 jours  en  milieu YM gClod. Les flagelles  ont 6t6 mis en  6vidence 
par la technique  de  Rhodes (1958) sur de jeunes  cultures en  milieu YM g6losC. 
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8.1.2 Caractères  physiologiques 
Ont  été  testées sur le  milieu YM gélosé, la  vitesse  de  croissance,  la  croissance à 42 OC et 
B différents pH (43; 9), la  production  d'acide ou d'alcali en  présence  de  bleu  de  bromothymol 
(25 mg) ainsi  que  la  tolérance B des  concentrations  élevées  en  NaCl (1%) et en KNQ (8%). 
L'aptitude B fixer l'azote en culture a été déterminée sur des cultures en tubes B 
hémolyse  munis  d'un  bouchon  Vacutainer  contenant 2 ml de  milieu  SA  faiblement  gélosé (0,3 
%). Après  inoculation,  on  introduit 1 % d'acétylène  dans  la  phase  gazeuse  et  les  cultures  sont 
placées à l'étuve à 30 OC. Aprks 3 et 10 jours  d'incubation sous acétylène,  la  recherche de 
l'éthylène  produit  est  effectuée par chromatographie  en  phase  gazeuse. 
La  prototrophie  vis-&-vis du  mannitol a été  testée  sur le milieu YM dans  lequel  l'extrait 
de  levure a été  remplacé  par  0,25 gll de W C l .  
8.1.3  Caractkres  biochimiques 
Les  tests  suivants  ont  ét6 dalisés selon les  procédés  décrits  par  Smibert  et  Krieg 
(1981):  recherche de la  P-galactosidase,  de la 3-kétolactose B partir  de  l'oxydation  du  lactose, 
de  l'uréase,  croissance  sur le milieu  au  citrate  de  Simmons.  La ruuction du  nitrate  en  nitrite a 
été recherchée  sur le milieu YM additionné  de 0,5 g/l de KNO3, B l'aide  du  réactif  de  Griess- 
noway; la poudre de  zinc a étd utilisk pour détecter  la ruuction du nitrate  en  gaz. 
8.1.4  Etude  nutritionnelle 
Le  milieu  minéral de base  contient: W C l ,  0,5 g; K2HP04,0,35 g; KH2PO4,0,27 g; 
MgS04  (7H20), 0,l g; NaC1,20 mg; FeC13,40 mg;  CaC12 (2H20), 40 mg;  CuSO4 (5H20), 
80 mg; H3B03,2,8 mg;  Na2MoOq (H20), 90 mg; MnS04  (4H20), 2,03 mg;  &SO4 (H20), 
0,2 mg; biotine, 1 mg;  acide  nicotinique,  10  mg;  acide  pantothénique, 2 mg;  thiamine-HC1,2 
mg;  pyridoxal-HC1,2  mg;  agar  Noble  (Difco),  15 g; eau  distillée, q.s.p. 1 litre.  Les  vitamines 
et la  source de carbone  ont  été  ajoutées au milieu  préalablement  stérilisé,  après  filtration  sur 
filtre Millipore 0,45 Pm. 94 substrats  organiques  ont été test&  comme  unique  source de 
carbone et d'énergie B raison  de 2 gll pour  les  glucides et de 1 gll pour  les  autres  composés. 
L'ensemencement  des  boites  de  Pétri a été  réalisé, au  moyen d'un inoculateur  multipoint 
Denley  A400,  avec  des  suspensions  dans  de  l'eau  distillée  réalisées h partir  de  jeunes  cultures 
prélevées  sur  des  milieux  gélosés YM. Après 5 et  10 jours d'incubation B 30 OC, la  présence ou 
l'absence  de  croissance a été déterminée  par  rapport B un témoin  sans  substrat  carboné. Les 
croissances  dues B des  mutations  ont  été  écartées. 
Pour permettre  leur  exploitation au  moyen  d'un  programme  de  calcul  automatique,  nous 
avons  utilisé un langage  binaire où les  caract&es  ont été codés  "2"  pour  positifs  et "1" pour 
négatifs.  Pour les tests  tels  que  l'aspect  des  colonies où plusieurs  réponses sont possibles  pour 
un même  carac&re, les rwnses négatives  sont  codées "O". 
Les données ont 6t6 trait&s en  utilisant le coefficient  de  similitude de Sokal et Michener 
(1958). L'analyse num6rique a Bt6 effectuCe  par un ordinateur  Siemens  avec un programme  de 
calcul  Clustan 3 de G. F. Bonham-Carter  disponible  au  laboratoire de microbiologie  et de 
génétique microbienne (LMG)  du  professeur  Kersters B l'universit6 de Gand  (Belgique). 
8. 2 Taxonomie molCculaire 
Ces  travaux  ont Ct6 r6alisCs  au  LMG de l'universit6  de  Gand  par le groupe  de M. 
Gillis  en  utilisant  les  techniques  mises  au  point dans ce  laboratoire. 
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8.2.1  Détermination  du G + C % 
L'ADN a été extrait de cultures cellulaires selon  la  méthode de Marmur  (1961).  La 
composition  en  bases  (G+C %) a été mesurée  par la méthode de dénaturation  thermique  (De 
Ley et Van Muylem, 1963) en  utilisant  l'équation  de  Marmur et Doty (1962) modifiée  par  De 
Ley (1970). 
8.2.2 Hybridation  ADN:ARN ribosomal 16s 
L'extraction et la fixation de l'ADN monocaténaire sur des membranes filtrantes 
Sartorius SM1 1358 ont été effectués  selon  les procédés décrits  par Gillis et De  Ley  (1980). 
La  préparation  des  ARNr  marqués, au 1% pour  la  souche B. japonicum NZP5549T (T 
pour souche  type) et au 3H pour  la  souche de R. meliloti NZPW9 et celle d'A. caulinodans 
ORS57 1T, a  été réalisée selon la technique  de Van Landschoot et De Ley (1981). 
Les hybridations ADN:ARNr  ont  ét6  effectuées  d'aprhs les méthodes  décrites par De 
Smedt  et De  Ley (1977), De Vos et al. (1985) et Jarvis et al. (1986). Les param8tres mesurés 
sont les suivants:  (a)  Tm(e),  température B laquelle 50 % de l'hybride  sont  dénaturés;  et  (b) % 
d'ARN-r  marqué  apparié (pg/pg d'ADN fixé avant  traitement  par la ribonucléase).  Ces  deux 
paramhtres sont d6rivés de la  courbe de dissociation de l'hybride.  Aprhs la simulation  de  l'étape 
d'hybridation  suivant la méthode de De  Smedt  et De Ley (1977), la concentration  en ADN est 
déterminée par la méthode  de  Richards (1974). 
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CHAPITRE III: LA NODULATION CAULINAIRE DANS LE 
GENRE AESCHYNOMENE 
1. INTRODUCTION 
C'est  en 1928 qu'un  botaniste  danois,  Hagerup,  a  pour la première  fois  observé  des 
nodules sur les tiges dune légumineuse  asiatique  appartenant  au  genre Aeschynornene, A. 
aspera. 
On  connait, B l'heure  actuelle, une quinzaine despbces d'Aeschynomene portant des 
nodules fixateurs d'azote sur leur tige (Alazard, 1985). Cette propriété, bien que plus 
fréquemment  observée  dans  le  genre Aeschynornene, a  aussi été mise en évidence  chez une 
espèce de Sesbania, S. rostrata (Dreyfus et Dommergues, 198  1; Planche 1,figure 1) et chez  une 
espèce de Neptunia, N. oleracea (Schaede, 1940; Dreyfus et al., 1984; Pl. I, fig. 2). 
Il faut  toutefois  faire  une  distinction  entre  les  nodules  caulinaires de S. rostrata ou ceux 
d'Aeschynomene, formés tout au long de la tige de ces plantes au point &émergence 
d'ébauches racinaires adventives, et ceux  de N. oleracea. Les  nodules de N. oleracea sont 
formés B l'aisselle de racines  adventives qui se  développent  au  niveau des noeuds de la tige de 
la  plante  lorsque  celle-ci,  qui  est une herbe B tige  rampante,  est  cultivée  dans des sols  inondés. 
Quelques autres cas de nodulation sur des racines adventives aériennes ont ét6 
rapportés. I1 s'agit, le plus  souvent,  d'une  adaptation des plantes B des conditions de culture 
submergée.  Citons les nodules  formés  sur les racines  développees  sur  l'épycotyle d Vicia  faba 
(Fyson et Sprent, 1980), sur  l'hypocotyle &Arachis  hypogaea (Nambiar et al., 1982) et surtout . 
ceux  formés  tout  le  long  de la tige de Pentachletra  macroloba (Walter et Bien, 1989). Notons 
également  la  découverte  récente, B l'île  de  la  Réunion, de nodules  aériens  sur  le  tronc d'un arbre 
non-légumineux, Casuarina cunninghamiana (Prin et al., 1991). I1 semble,  dans  ce  cas,  que 
c'est  l'eau de ruissellement le long  des  troncs  qui  soit  responsable de l'apparition  des  racines 
adventives et de leur  nodulation  par  l'actinomycbte Frankia. 
Le genre Aeschynornene est distribue principalement dans les régions d'Afrique, 
d'Amérique et d'Asie. I1 appartient, comme Arachis et Stylosanthes B la tribu des 
Aeschynomeneae. Il comprend  environ 160  espbces,  tropicales  pour la plupart,  dont la moiti6 
sont  des esfices hydrophytes  (Kretschmer et Bullock, 1979). 
Au Sénégal, différentes Aeschynombnes  poussent  spontandment autour des mares 
permanentes ou temporaires  pendant  la  saison des pluies  qui  s'etend e juillet B septembre. Les 
esfices que l'on peut  rencontrer  sont  les  suivantes: A. aJraspera, A. americana, A.  crassicadis, 
A.  elaphroxylon, A. indica, A. pjùndii,  A. schimperi, A. sensitiva, A. tambacoundensis et A. 
uruflora. Except6 A. afrarperu, chez  qui la nodulation  caulinaire est naturellement  fréquente et 
abondante  (Pl. I, fig. 3), les autres espèces portent généralement des nodules caulinaires 
seulement sur la partie basse de leur  tige,  périodiquement  soumise B l'immersion. 
Les dsultats pdsentés dans ce chapitre  portent  sur  l'existence  d'une  spécificité  d'hôte 
des rhizobia vis-&vis de diffkrentes  espbces  appartenant  au  genre Aeschynomene et s u  la 
structure  anatomique des sites de nodulation de ces esphes. 
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2. MISE EN EVIDENCE DE GROUPES D'INOCULATION CROISEE DANS 
LE GENRE AESCHYNOMENE 
La spécificité  d'hôte de 17 isolats de rhizobia  provenant  de  nodules  de  tiges ou de 
racines  de 10 Aeschynomènes  originaires du Sénégal, a été  testée  sur  diverses  plantes  hôtes. 
Les plantes hôtes sont, outre les 10 Aeschynomènes précitées, 11 autres Aeschynomhes 
provenant de la collection de 1'IFAS (Université de Floride), Sesbania rostrata, Arachis 
hypogaea,  Stylosanthes  guyanensis, et Macroptilium atropurpurem. S. rostrata a été  choisie  en 
tant que plante B nodules de tiges d'un genre différent, Arachis hypogaea (Arachide) et 
Stylosanthes  guyanensis en  tant  qu'espèces  appartenant B la  même tribu,  et Macroptilium 
atropurpureum (Siratro) en  tant  que  plante  test  des  rhizobia  du  groupe  cowpea.  Quelques 
souches  spécifiques  de  ces  différentes  plantes  ont  été  incluses  dans Etude.
Les  plantes  ont été cultivées  en  milieu  hydroponique  (tubes  de  Gibson)  et  leurs  racines 
et  leur  tige  inoculkes  selon  la  technique  décrite  dans le chapitre II (Matériels et Méthodes). 
L'efficience  des  souches  de  rhizobia été  estimée  visuellement  par  la  vigueur  des  plantes,  la 
couleur  de  leurs  feuilles  et  la  mesure  de  l'activité  réductrice  d'acétykne  des  nodules. Le tableau 
6 présente  les  résultats  obtenus. 
Le spectre  de  nodulation  des  différentes  souches  de  rhizobia  permet  de  distinguer  trois 
groupes  d'inoculation  croisée  dans le genre Aeschynomene. Le  premier  groupe  comprend  les 
espkces  suivantes: A. americana, A. crassicaulis, A. elaphroxylon, A .  falcata, A .  fluminensis, 
A.  histrix, A .  pfundii, A. schimperi, A .  villosa et A. uniflora. Ce  groupe  de  plantes est peu 
spécifique puisqu'il renferme également Arachis hypogaea, Stylosanthes guyanensis, et 
Macroptilim atropurpwem. 
A l'exception d'A. unifora (Pl. I, fig. 4), seule espèce de ce groupe de plantes B 
présenter de vrais nodules de tige, les autres espèces de ce groupe portent des nodules 
seulement  sur  leurs  racines.  Cependant, en conditions de culture  inondée,  des  nodules  sont 
formés  sur la partie  immergée  des  tiges d'A. elaphroxylon et d'A.  pfundii (Pl. II, fig. 11). 
Enfin, A. crassicaulis est une  herbe  qui,  dans  la  nature,  flotte B la  surface  de  l'eau,  et  dans  ces 
conditions,  des  nodules  sont  formés  sur  sa  tige au point  d'émergence  des  racines  adventives 
Le  second  groupe  comprend  seulement  deux  espèces, A. afraspera et A.  nilotica. Ces 
deux  esp5ces très  voisines  se  caractérisent  par  une  nodulation  caulinaire  abondante,  facilement 
obtenue  expérimentalement  par  une  simple  vaporisation  d'une  suspension  diluée  d'une  culture 
de rhizobium  spécifique. 
Le  troisième  groupe  de  plantes  renferme  les esphes suivantes: A.  ciliata, A .  denticdata, 
A .  evenia, A.  indica, A. pratensis, A. rudis, A .  scabra, A. sensitiva et A .  tambacoundensis. 
Ce  groupe  d'inoculation  croisde de plantes  est  tr8s  spécifique.  Toutes les plantes  de ce groupe 
portent  des  nodules  caulinaires  lorsqu'elles  sont  inoculées  par  vaporisation dune culture  de 
rhizobium spkifique. Cependant,  la  nodulation  est e s  dispersée  et  nettement  moins  abondante 
que  chez A. @aspera ou A. nilotica. 
Dans le genre Aeschynomene, il n'y a pas  de  spécificitd  de  nodulation  entre  la  tige  et  la 
racine.  Toutes les e w e s  d'Aeschynom6nes B nodules  caulinaires  forment  des  nodules B la  fois 
sur leur  tige et sur leur  racines  lorsqu'elles sont inoculées  avec la même  souche  de  rhizobium. 
La plupart des rhizobia  isolds  des  racines  des  plantes  du gro pe I (A. elaphroxylon) sont 
capables d'induire la formation de nodules  sur  les  tiges  et les racines des plantes  du  groupe II 
(A. afiaspera). Les rhizobia  isolés  des  plantes  du groupe II ne  produisent  pas de nodules  sur  les 
racines  des  plantes  du  groupe I. En  revanche, ils sont  capables  d'infecter  les  plantes du groupe 
III (A. indicu) et d'y induire  la  formation de nodules  souvent  efficients. Les rhizobia  associés 
(Pl. I, fig. 5) .  
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TabIeau 6 : SpkScit6 d'h6te et efficience  des souches de rhizobia d'AEFdrynom
enc 
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aux  plantes  du groupe III ont un spectre  d'hôte  très  restreint,  Excepté  la  souche ORS320, qui 
est  capable  de  noduler A. afraspera, A. nilotica et  quelques  plantes  du  groupe I, les  autres 
rhizobia isolés des plantes  du  groupe III induisent  des  nodules  uniquement sur les  plantes 
appartenant B ce même groupe d'inoculation. 
I1 est intéressant de noter  que les souches d'Azorhizobium caulinodans ORS571  et 
ORS315  sont  capables de noduler  les  tiges  et  les  racines d'A. @raspera et A. nilotica, cependant 
les  nodules  formés sont inefficients. 
3. STRUCTURE  ANATOMIQUE DES SITES  DE  NODULATION DES 
DIFFERENTES ESPECES D'AESCHYNOMENE 
La  structure  anatomique  des  sites  de  nodulation de 15  Aeschynomènes B nodulation 
caulinaire  a  été  compar6e (Alazard et Duhoux,  1988). 
3. 1 Méthodologie 
Les plantes  ont été cultivées  dans  des  pots  en matihe plastique  contenant 5 kg de sol 
maintenu sous une lame d'eau. Les espbces  Ctudiées  sont les suivantes: A. afraspera et A. 
nilotica; A. Ciliata, A. denticulata, A. evenia, A. indica, A. pratensis, A. rudis, A. scabra, A. 
sensitiva et A. tambacoundensis, A. crassicaulis, A. elaphroxylon, A. pfundii et A. unifiora. 
Des  segments de tige de 3 B 5 mm de  longueur,  portant  des  sites de nodulation  apparents 
prélevés  au  niveau  du  premier  entre-noeud  sur  des  plantes  âgées de 9 semaines,  sont fixés 
pendant  une  nuit B 4 O C  dans  une  solution de glutaraldéhyde B 3 % dans  du  tampon  cacodylate 
0,2 M (pH 7,2). Les échantillons sont  ensuite  inclus  dans  du Paraplast (+) et les coupes 
obtenues  au  microtome  Rotucut,  colorées B l'hématoxyline  ferrique de Regaud  (Lison,  1960). 
3. 2 Résultats et discussion 
Les nodules sur les tiges des  diffkrentes  espèces d'Aeschynomene apparaissent au 
niveau de sites de nodulation  préformCs  qui  se  présentent sous la forme  de  renflements  plus ou 
moins  importants. Les coupes  histologiques de ces  renflements  montrent  qu'ils  correspondent 
toujours  au  point  d'émergence  d'une  ébauche  racinaire  adventive  en  dormance. 
La  potentialité  racinaire  des  primordia  peut  être confmée expérimentalement: les sites 
de  nodulation  immergés  dans  l'eau  donnent  naissance B une racine  qui  s'allonge  (Pl.  I, fig. 6). 
Trois  types de structure anatomique des sites de nodulation  peuvent être observés  parmi les 
différentes  Aeschynombnes B nodulation  caulinaire. Ils diferent entre eux  par  le  stade de 
développement de l'ébauche  racinaire. 
A. afraspera et A. nilotica qui,  dans la nature  portent  en  abondance  des  nodules  sur  leur 
tige,  présentent la structure la plus  évoluée  (Pl. II, fig. 7 et 8). Chez ces espbces, le site de 
nodulation est constitu6  par un dôme  épidermique prohinent et un primordium  racinaire  dont 
l'apex est simplement  recouvert  par  une  couche de cellules  épidermiques  applaties.  Une  cavité 
annulaire est d6gagk entre la base  du  primordium racinaire et les tissus  corticaux  de  la  tige. Des 
déchirures dans la couche de cellules  épidermiques,  provoqu6es  par l  poussée  du  primordium 
racinaire sous-jascent, rendent le site de nodulation facilement accessible aux rhizobia 
spécifiques. 
Le groupe de plantes  representé  par A. indica, qui comprend les plantes  constituant le 
groupe d'inoculation  crois6e III, pdsente une structure  du  site de nodulation  moins  développée 
(Pl. II, fig. 9 et 10). Le primordium  racinaire  affleure  sous l'épideme de la tige  en  formant un 
léger  renflement. Il n'y a  pas de cavit6  circulaire  autour  du  primordium et son apex  est  recouvert 
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par  une  couche  de  cellules  épidermiques  intactes.  Le  degré  d'humidité  de  l'air, très élevé  durant 
la saison des pluies dans les régions tropicales, est généralement suffisant pour lever la 
dormance  d'une  partie  des  sites de nodulation  chez  ces  espèces d'Aeschynomene. 
Le  troisi&me groupe de  plantes  représenté  par A. elaphroxylon, qui  comprend  les  plantes 
du groupe d'inoculation  croisée I dont  la  nodulation  caulinaire est limitée B la  partie  basse de la 
tige, est caractérisé par la structure des sites la moins évoluée (Pl. II, fig. 11 et 12). Le 
primordium  racinaire  est  inclus  dans les tissus  corticaux de la  tige.  L'immersion  de la tige est 
nécessaire  pour  que  le  primordium  racinaire  se  développe  suffisamment  afin de pouvoir être 
infecté  par  les  rhizobia. 
A .  uniflor-a constitue un cas  particulier.  Cette  espèce, nous l'avons  vu,  est la seule du 
groupe  d'inoculation  croisée I à porter de nombreux  nodules sur sa  tige.  Cependant, cette 
nodulation caulinaire relativement  abondante  n'est  observée  qu'en saison chaude  et  humide. 
Pendant la saison skche, les sites de nodulation d'A. uniflora présentent une structure 
anatomique  similaire h celle  des  autres  membres  de ce groupe de plante. Par contre,  pendant la 
saison des pluies, le développement de l'ébauche  racinaire est tel que l'apex  du  primordium 
racinaire perce l'kpiderme  de la tige. 
La comparaison  des  sites de nodulation  des  diffdrentes  esp2ces d'Aeschynomene permet 
de classer ces esphes en 3 groupes selon le stade de développement des ébauches  racinaires 
présentes sur leur  tige.  Dans  tous les cas, la dormance  des sites de nodulation  peut être levée 
par  l'immersion  des  tiges. 
C'est le type de structure  des sites de nodulation  qui  détermine  l'accessibilit6  du site 
pour le rhizobium  et  par  cons@uent, la IXquence de la nodulation  caulinaire  dans  le groupe de 
plantes considéd. Il est  remarquable  que  la  classification  des Aeschynombes selon  la  structure 
anatomique de leurs  sites de nodulation  coïncide  avec  la  classification  établie  en  fonction de la 
spécificité  d'hôte  des  plantes  pour les souches de rhizobia. 
Notons, pour terminer,  que la présence de poils  absorbants n'a jamais été observde  au 
niveau des sites de nodulation  des  différentes Aeschynombes. 
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CHAPITRE IV : LA SYMBIOSE ENTRE RHIZOBIUM ET 
AESCHYNOMENE  AFRASPERA 
1. INTRODUCTION 
Quelques  espèces dAeschynomene sont  cultivées  pour  leur  intérêt  agronomique  (Allen 
et Allen, 1981). C'est  le  cas d'A. urnericana utilisée  comme  couvert  végétal  dans  les  plantations 
de Teck sur les côtes  marécageuses de Java ou comme engrais  vert ou fourrage  en  Amérique 
tropicale, en Indonésie et plus  récemment  dans les Ctats du  sud  des  Etats-Unis. A. fluitans 
présente, elle aussi,  une  excellente  valeur fourragbe, de même que A. indica avant  que les tiges 
de  cette  dernière  ne  soient  trop  lignifiées. 
Parmi les différentes  Aeschynomènes B nodules  caulinaires, A. ufraspera et A. nilotica 
se  caractérisent  par  une  nodulation  caulinaire  abondante.  Cette  propriété laisse supposer  une 
plus grande capacitQ de fixation d'azote chez ces espi3ces et par conséquent, un intérêt 
agronomique  plus  important. 
Sur le plan  morphologique, A. ufraperu et A. niloticu sont  des  plantes  très  semblables, 
excepté  une  taille  légèrement  supérieure  de  la  plante  dans  son  ensemble  pour A. niloticu, et une 
différence au  niveau des gousses,  celles d'A.  ufrusperu présentant une marge  verruqueuse B 
l'âge  adulte. 
Nous avons  choisi  d'étudier  plus particulii3rement A. @rusperu en  raison  de sa présence 
naturelle  dans la zone  géographique où l'étude a été conduite. 
Aeschynornene ufrusperu J. Léonard, Aeschynomhe âpre  d'Afrique (du latin ufru, 
d'Afrique et usperu, âpre) est assez  répandue sur tout  le  continent  africain  et  ressemble B 
l'espèce Aeschynornene asperu L., originaire des Indes  (Berhaut, 1976). C'est  une  plante 
annuelle,  haute de 1 m B 1 m 50, fréquemment  rencontrée sur le bord des mares  temporaires 
pendant la saison des pluies qui  s'étend, au Sénégal,  du  mois de juillet jusqu'au  mois de 
septembre  (Alazard et Duhoux, 1987). 
A. ufrasperu est &s sensible  aux  variations  climatiques,  en  particulier B la  température et 
B la photopériode.  En  période  humide,  lorsque les jours sont longs (photopériode de 13 h, 
temphture du jour de 32 OC en  moyenne)  les  plantes,  apri3s  trois  mois de culture B la  station de 
Bel-Air B Dakar, sont au  stade de la floraison et atteignent  une  hauteur de 2 m. Pendant la 
saison skhe, les jours sont  plus  courts et la  tempdrature  plus  fraîche (1 1 h de photopdriode et 
23 O C  pour la temp6rature  diurne) et la floraison  intervient  alors  que  les  plantes  sont  âgées  de  six 
semaines et ont une taille d'environ 60 cm. Il faut  noter  également,  en p&iode de jours courts, 
une  nette  tendance au plagiotropisme de cette  plante. 
2. INOCULATION ET NODULATION DES TIGES D'A. AFRASPERA 
L'inoculation artificielle des tiges d'A. ufruspera par vaporisation (ou B l'aide d'un 
pinceau)  d'une  suspension  diluée  d'une  culture de rhizobium  spécifique - la souche ORS322 
par exemple - produit une nodulation abondante et r6gulii3re. Les nodules apparaissent 
seulement sur la partie de la tige qui a été inoculde. Les nodules  n'apparaissent  pas sur les 
portions de tige non  inoculCes ou sur  celles  qui se sont  d6veloppées aprb l'inoculation.  Cela 
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signifie que l'infection ne  se propage pas de l'"intérieur", par l'intermédiaire de la 
vascularisation  de  la  tige. 
Par l'inoculation répétée de la  tige  d'une  plante  en  développement, on peut  obtenir 
jusqu'h 12 g de nodules  frais  pour  une  plante  d'une  hauteur de 1  m 50. 
Dans  la  nature, la nodulation  caulinaire  est  fkéquente  et  parfois  abondante. L s nodules 
sont répartis au hasard  tout  au  long de la  tige et des  branches  latérales  des  plantes. Le vent, la 
pluie, les insectes et les animaux  semblent jouer un rôle  important en tant que  vecteur de 
l'inoculation. 
Les  plantes B nodules  caulinaires  se  développant le plus  souvent  en  milieu  inondé,  peu 
favorable B la nodulation de leur  racines,  la  nodulation  caulinaire  a  été  interprétée  comme  le 
résultat de l'adaptation de ces  plantes B leur  environnement  (Hagerup,  1928).  Cependant,  des 
conditions de culture inondée ne sont pas obligatoires pour la nodulation des tiges des 
Aeschynomènes. 
Les sites de nodulation sur les tiges et les branches d'A. afraspera apparaissent 
régulièrement  au cours du dCveloppement  de la plante. Ils se pdsentent sous l'aspect de petits 
renflements d'environ 1 mm de diamètre disposCs au hasard sur de très nombreuses 
génkratrices  verticales  (Pl. III, fig. 13).  Cependant,  seuls  les sites matures,  bien  ddvelop@s, 
généralement localisés en  dessous  du  deuxième  noeud B partir  du  sommet,  sont  sensibles B 
l'infection. 
Les nodules de tiges - ou de racines (Pl. III, fig. 14) - apparaissent 4 B 5 jours après 
l'inoculation et ils sont  parfaitement  développés et efficients 15 jours plus  tard. Ils ont une 
forme  hémisph6rique très largement  accollée  sur la tige, le diamètre de  leur  base  varie  entre 3 t 
5 mm et leur  élévation de 2 B 3 mm (Pl. III, fig. 15  et 16).  Les  nodules  caulinaires ont un cortex 
extérieur  chlorophylien de couleur  vert  foncé  comme  la  tige  de la plante.  En  coupe  transversale, 
ils  présentent un  tissu central de couleur  rougeâtre  due B la présence de la lèghémoglobine (Pl. 
II, fig. 7, double  fl8che).  Leur  morphologie  est celle de nodules B croissance  déterminée,  c'est- 
B-dire qu'ils  n'ont  pas de méristème  apical  (Goodchild,  1977). 
3. ESTIMATION DU POTENTIEL FIXATEUR D'AZOTE D'A. AFRASPERA 
Le potentiel fixateur d'azote d'Aeschynomene afraspera a été estimé B la  fois  par la 
mesure de l'activité rauctrice d'acétylène  (ARA)  de ses nodules de tige  et de racines, et par  la 
méthode dite "des  différences"  (Weber,  1966),  qui  consiste B mesurer la différence  entre  la 
teneur  en azote total d'une  plante  fixatrice  d'azote (ou inoculée) et celle d'une  plante  non 
fixatrice (ou non inmulee). 
3. 1 ActivitC réductrice  d'acétylene  des  nodules  de  tige  t  de  racines d'A. 
afraspera 
Le tableau 7 presente  l'activite  fixatrice d'azote estimCe par la mesure de l'ARA des 
nodules de tige et  de racines de plantes d'A. ufrasperu ap&s 9 semaines de culture. L'ARA des 
nodules depend de l'âge des nodules et de la saison  pendant laquelle les plantes ont Ct6 
cultivees. En general, l'activite des nodules est optimale 15 jours aprhs  l'inoculation et les 
nodules restent actifs durant 8 semaines  lorsque les plantes sont  cultivees  pendant la saison 
chaude et humide, tandis qu'en  saison  sèche t fraîche,  la durCe d'activite des nodules  est  seule- 
ment de 3 B 4 semaines.  Dans  le cas présent, les plantes  ayant CtC cultivCes en saison  chaude, 
l'ARA des  nodules est mesuree 4 semaines apds l'inoculation. 
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A .  afraspera présente un potentiel  fixateur  d'azote  élevé. L'ARA spécifique  des  nodules 
de  tige  est de 309 pmoles  de C2Hdg de  nodules P.S./h. A titre  de  comparaison,  les  valeurs 
obtenues avec d'autres espèces à nodules caulinaires, Sesbania rostrata (Dreyfus et 
Dommergues,  1981) et Aeschynomene  scabra (Eaglesham  et  Szalay,  1983)  sont  respectivement 
de 259  et  327  pmoles  C2H4/g  de  nodules P.S./h, tandis  que  les  valeurs d'ARA spécifique des 
nodules  de  racines  de  légumineuses à graines  comme Vigna,  Vicia ou Lupinus varient  entre  180 
et 250 pmoles  C2H4/g de  nodules P.S./h (Graham  et  Chatel,  1983). 
La  nodulation  racinaire d'A. afraspera est  faible en conditions  inondées. Les nodules 
racinaires  sont  de  petite  taille  et  ont  une ARA spécifique  nettement  plus  faible  que  celle  des 
nodules  de  tige. Il ne fait  aucun  doute  que  l'inondation  affecte  le  développement  et  l'activité  des 
nodules  de  racines. 
3. 2 Estimation de la fixation d'azote par la méthode des différences 
L'estimation de  la fixation d'azote  par  les  nodules de tige d'A. afraspera selon  la 
m6thode  des  différences est  rapport6e au  tableau  8.  Cette  étude a port6  sur  un  lot de  plantes  dont 
les  tiges  et  les  racines ont été  inocul6es  et  sur n autre  lot  de  plantes  dont  seulement  les  racines 
ont ét.6 inoculées. Les plantes  ont  été  cultivées  en  vase  de  végétation  (3  plantes  par  cylindre). Au 
moment  de  la  récolte,  aprks  2  mois  de  culture,  les  plantes  dont  les  tiges et les racines  ont éte 
inoculées  atteignent  1,20  m de hauteur  et le poids  sec  de  leur  partie  aérienne est de  46  g,  tandis 
que  celles  inoculees  sur  leurs  racines  seulement ne mesurent  qu'environ 0,50 m  pour un poids 
sec  de  8  g. La teneur  en  azote  des  plantes  nodulees  sur  leur  tige  est  relativement  élevbe,  3 % du
poids  sec. Le contenu  en  azote  total  de ces plantes  est  de  1366 mg de N par  plante  alors  que 
celui  des  plantes  nodulées  seulement  sur  leur  racines est de  158 mg. Calculée  par  différence 
entre ces valeurs,  la  fixation  d'azote  due  aux  seuls  nodules  de  tige est de  1208 mg de N, soit 
90 % de  la  teneur  en  azote  total. 
I1 est  probable  que  cette  valeur  soit  surestimée  car  la  m6thode  de  mesure  considère  que 
les deux  systkmes  racinaires  sont  semblables  dans les deux  traitements.  En  r6alit6,  la  plus 
grande vigueur des plantes inoculdes sur les tiges doit également se traduire par un 
d6veloppement supérieur du système racinaire de ces plantes et, par conséquent, une 
assimilation  plus  importante  de  l'azote  du  sol. 
3. 3 Discussion 
Sur la base des cultures en  cylindres,  chacun  contenant  3  plantes  pour une surface de 
0,07 m2, la  fixation  de  l'azote  par  les  plantes nodulCes sur  leur  tige,  calculée  par  extrapolation, 
s'6lkve B 51,3  g de N par m2 apr&s  2  mois  de  culture.  Cette  valeur,  sup6rieure B c lle  obtenue 
avec Sesbaniu rosfrutu, 30 g par m2 (Rinaudo et Moudiongui, 1985), indique  qu'A. afraspera 
peut être considéree  comme  l'une des plus  performantes  parmi les légumineuses  fixatrices 
d'azote. 
La  rapidit6 de missance d'A. afiasperu, sa teneur  en  azote  dlevée, et la  présence  sur  ses 
tiges de nodules qui lui confirent l'aptitude B fixer  l'azote  en  conditions  inondées,  sont  autant 
de propri6t6s  inttkessantes  pour  une  utilisation  agronomique de cette  plante  en  tant  qu'engrais 
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4. EFFET DE L'AZOTE COMBINE SUR LA  NODULATION  ET LA 
FIXATION DE L 'AZOTE CHEZ A. AFRASPERA 
4.1 Introduction 
La nutrition azotée des légumineuses peut s'effectuer soit en utilisant l'azote 
atmosphérique  après  sa  réduction en ammoniaque  par  la  nitrogénase  des  bactéroïdes,  soit, 
comme  toutes les plantes,  par  l'assimilation  de  l'azote  combiné  du  sol. Il existe  une  compétition 
entre  ces  deux  modes  de  nutrition au détriment,  le  plus  souvent,  de  l'azote  atmosphdrique. 
Si de  faibles  concentrations  en  nitrates  sont  favorables h a croissance  de  la  plante  tout  en 
maintenant  une  activité  fixatrice  intacte,  des  concentrations  élevées  en  nitrate inhibent totalement 
la  fixation  symbiotique de l'azote  par  les  nodules.  Ainsi,  chez le soja,  la  proportion  d'azote 
assimilé  provenant  de  la  fixation  symbiotique  peut  varier  entre  25 et 75 % selon  la  teneur  en 
azote  combiné  du  sol. 
Outre  les  effets  inhibiteurs  sur  l'initiation  et  le  développement des nodules  (Munns, 
1968; Latimore et  al., 1977), les  nitrates  provoquent  une  importante  inhibition  de  la  fixation  de 
l'azote atmosphérique (Rigaud, 1976; Gibson et Pagan, 1977; Streeter, 1981). Diffdrentes 
hypothhes ont  été  avancées  pour  expliquer  ce phénomhe dépressif des nitrates  (Munns, 1977; 
Rigaud, 1981). En mobilisant, au niveau foliaire, une importante quantit6 de substrats 
énergétiques,  la  réduction  des  nitrates  provoquerait un déficit  en  molécules  carbonées  au  sein 
des  nodules.  D'autre  part,  la  toxicité  du  nitrite  provenant  de  la  réduction  du  nitrate,  pourrait 
intervenir  directement  au  niveau  des  nodules.  L'inhibition  de  la  fixation de l'azote  par  l'azote 
combiné dépend aussi de la forme d'azote combiné, de l'espixe de légumineuse ou de 
rhizobium  considérée, de la  nature du  sol, et  des  conditions  de  culture  des  plantes  (Eaglesham 
et al., 1983). 
Chez  les  légumineuses  8  nodules  caulinaires  comme Sesbania rostrata (Dreyfus  et 
Dommergues, 1980; Moudiongui  et  Rinaudo, 1987) ou A. indica (Eaglesham  et  Szalay, 1983) 
l'effet inhibiteur de  l'azote  combiné  est  plus  marque  sur  la  fixation de l'azote  par  les  nodules  de 
racines  que  sur  la  fixation  par  les  nodules  de  tiges. 
Nous nous  proposons  de  déterminer  l'effet  de  l'azote  combiné  sur le potentiel  fixateur  d'azote 
d'A. afraspera en  culture  hydroponique  et  en  culture au champ  (Becker et al., 1986). 
4. 2 Résultats 
4.2.1 Effet de l'azote  combin6  sur  les  cultures  hydroponiques d'A. afraspera 
L'expérience a consist6 B déterminer  l'effet  de  la  concentration  en  nitrate, dune part  sur 
l'activité  fixatrice  d'azote  des  nodules  deja  formés,  et  d'autre  part  sur la formation  des  nodules 
de  tiges et  de  racines  et  leur  efficience  respective. 
Lorsque le nitrate (sous la forme  de Ca(N03)2) est  ajout6  au  milieu de culture des 
plantes,  l'activitt5  rMuctrice d'acdtylhe (ARA) des  nodules  racinaires  est  plus  sév2rement 
inhibée  que  celle des nodules de tige  (figure 1). Dans le cas des nodules  caulinaires, il n' y a 
pas  d'inhibition de l'activité  nitrogénase  jusqu'8 une concentration  de 6 mM d'azote,  tandis  que 
l'activit6 des nodules  racinaires  est  réduite  de 50 % en pdsence de  seulement 3 mM d'azote. 
L'effet de la concentration  en  nitrate sur la  formation des nodules et leur  activité 
nitrogénasc en cultures  hydroponiques  est  rapportée  sur le tableau 9. L'augmentation de la 
concentration  en  nitrate  au-del8 de 3 mM se traduit  par  une  diminution  rapide  du  nombre de 
nodules  de  racines tandis que la formation  des  nodules de tiges  n'est pas affectée,  même  en 
pr6sence  de 15 mM d'azote.  En ce qui  concerne  l'activit6 des nodules fonds  en  présence  de 
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Figure 1 : Effet du nitrate SUT l’activitb rkductrice d‘acbtylhe  des  nodules cauli- 
naires (O) et  racinaires (m) d’A. @aspera. . 
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plantes  sont  cultivées en  présence  de 3 mM de  nitrate.  Le  même  degré  d'inhibition  n'est  obtenu 
pour les  nodules  caulinaires  qu'en  présence d  15 mM de  nitrate. 
Les plantes cultivées en  milieu  sans  azote  sont  moins  développées que les plantes 
cultivées en présence de nitrate,  car,  du  fait de la courte  durée  de  l'expérience,  l'apport  d'azote 
par  la  fixation  biologique  est  intervenu  plus  tardivement dans la  nutrition  azotée  des  plantes. 
4.2.2 Effet de l'urée  sur le potentiel  fixateur  d'azote d'A. afraspera cultivée  au  champ 
L'effet de la  concentration  en  azote  combiné  sur  la  croissance d s plantes  cultivées  en 
vase de végétation est présenté sur le  tableau 10. En présence d'azote minéral, les plantes 
cultivées sur sol ont  une  réponse  analogue à celle  observée  en  cultures  hydroponiques.  L'effet 
dépressif de l'azote  combiné  se  manifeste sur la nodulation  racinaire B partir de 50 kg d'azote 
par  ha. La  fertilisation  azotée, jusqu'B 100 kg de N par  ha,  stimule  aussi  bien la croissance  des 
plantes que l'activité et le  nombre  de  nodules  formés sur les tiges d'A. afraspera. L'apport 
d'une forte dose d'azote (200 k o a )  dépasse la quantité optimale d'azote requise pour le 
développement de la plante; ceci laisse  supposer  qu' A. afraspera est une  plante  sauvage  mal 
adaptée B la présence de concentrations  en  azote  élevées  dans  le sol. 
4.2.3 Effet du phosphore  et  du  potassium 
La figure 2 présente la réponse B la fertilisation  en  phosphore et en potassium d'A. 
@aspera cultivée sur un sol très pauvre  en  Cléments minéraux (sol de dune,  tableau 5). Lorsque 
le sol est carencé en  phosphore, la croissance  des  plantes  est  extrêmement  faible  quelle que soit 
la  quantit6 de potassium  apporté,  Comme  chez le Pois  (Jakobsen, 1985), l'effet  du  phosphore 
est  nettement  plus  prononcé  que  celui  du  potassium.  La  fertilisation  combinée  P + K permet 
d'augmenter B la fois  la  croissance et la  futation  d'azote  par A. q?raspera. 
4. 3 Discussion 
La  nodulation  racinaire  chez A. afraspera, comme  chez les autres  légumineuses, est 
fortement  inhibée  en  présence d  fortes  concentrations  en  azote  combiné.  En  revanche,  comme 
les  autres  16gumineuses  chez  lesquelles a nodulation  caulinaire  a été décrite,  l'azote  combiné  a 
un effet  nettement  moins  marqué  sur  la  formation et l'activité  des  nodules de tiges  (Dreyfus et 
Dommergues, 1980; Eaglesham et Szalay, 1983; Moudiongui et Rinaudo, 1987). Cette 
propriété  permet B ces  plantes  d'utiliser B la fois  l'azote  atmosphérique  et  l'azote  du  sol. 
La relative indépendance  des  nodules caulinaires vis-his  de l'azote  combiné  peut 
s'expliquer par la position  exceptionnelle  et  par la morphologie  particulière de ces nodules.  En 
effet, les nodules caulinaires  ne  sont  exposés  directement, ni B l'azote  du sol, ni au nitrate 
transporté  par le xylème  de la plante.  De  plus, le cortex  externe des nodules  caulinaires  étant 
chlorophyllien, il est possible  que,  dans  une  certaine  mesure, c s nodules  puissent  fonctionner 
comme des  unités  autonomes  du  point  de  vue  énergétique. 
Enfii, A. @aspera est e s  sensible B la  fertilisation  en  phosphore et B un degré  moindre 
en potassium. En conshueme, dans les sols tr&s dégradCs, l'utilisation d' A. afraspera en tant 
qu'engrais vert necessitera  qu'une  fumure PK soit appliquCe de préférence au  moment de la 






Figure 2: Effet  de  l'application  du  phosphore et du  potassium  (en mgkg de  sol) 
sur la production  de  biomasse  et la  fixation  de l'azote par A. @aspera 
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5. APPLICATIONS AGRONOMIQUES 
5. 1 Introduction 
L'emploi  des  engrais  verts  consiste B enfouir  dans  le  sol,  des  plantes  d'espèces  diverses 
arrivées B un certain  degré de maturité. Le plus  souvent, ces plantes  sont  des  légumineuses. 
Elles  sont  enfouies  directement  dans  le  sol  par  labourage,  avant  que  ne  soient  mises  en  culture 
les  céréales  et  les  autres  plantes  vivrières  incapables  d'avoir de bons  rendements sans apport 
d'engrais  azotés. 
En  Asie  du  Sud-Est, les engrais  verts,  qu'il  s'agisse d'AzoZZa ou de légumineuses,  sont 
utilisés  depuis très longtemps  dans  la  riziculture  traditionnelle.  Ce  n'est  malheureusement  pas  le 
cas  dans  la  plupart  des  pays en voie de développement,  en  Afrique  notamment, où cette  pratique 
est  peu  intégrée dans les  systèmes  culturaux  traditionnels. 
Pourtant dans ces régions  poussent  des  légumineuses  dont la capacité de futation de 
l'azote  est  parmi  les  plus  élevées  connues B cejour. C'est  le cas de Sesbania  rosfrata, capable  de 
fixer,  dans  certaines  conditions, jusqu'8 270 kg d'azote  par  hectare en deux  mois de culture. 
Son  utilisation  comme  engrais vert en  microparcelles  expérimentales  a  permis de doubler  les 
rendements  en  grains  du riz (Rinaudo et al., 1983). 
En  raison  du  potentiel  fixateur  d'azote  exceptionnel  que  présentent,  comme  nous  venons 
de le voir, Aeschynornene afraspera mais  aussi A .  nilotica, il était  intéressant  de  tester leur 
utilisation en tant  qu'engrais  vert  (Alazard  et  Becker, 1987). 
5. 2 R h l t a t s  
5.2 .1  Productivité de l'engrais vert 
Les productivités  végétales d'A.  afraspera et d'A. nilotica sont  données au tableau 11. 
Les deux  espèces  poussent très rapidement,  atteignant  une  hauteur de 1,50 m  après 7 semaines 
de culture. La production de biomasse végétale et la teneur en azote d'A. nilotica sont 
significativement supérieure B celles d'A. afraspera. Pour une densité de culture de 60 
plantedrnz, les plantes nodulées sur leur tige d'A. nilotica accumulent 53,2 g de N en 7 
semaines  tandis  que celles d'A. afraspera n'en  accumulent que 42,3 g. Les deux  espèces  ont 
cependant  la  même  teneur  relative  d'azote,  environ 3 % du  poids  sec. 
5.2 .2  Effet  engrais  vert 
L'effet de l'engrais vert Aeschynombne est présent6 sur le tableau 12. Les 
microparcelles  ayant reçu l'engrais  vert  produisent 2 fois  plus de matière  végétale  sèche  (grains 
et pailles) que les parcelles temoins.  Par rapport aux parcelles fertilisCes avec l'urbe, la 
production est Cgalement  nettement  sup6xieu-e. De même, les teneurs en azote des grains et des 
pailles du riz sont significativement supCrieures dans les parcelles fertilisbes avec les 
Aeschynodnes. L'engrais  vert  a  Cgalement un effet  dCterminant sur le nombre de panicules. 
Le rendement  d'incorporation de l'azote,  calculé  par le rapport  du  contenu  en  azote  du 
riz sur l'azote total apport& est meilleur  dans  le cas de l'engrais  vert A. csfraspera (35 %) que 
pour l'engrais vert A. nilotica ou l'engrais azotC (25 %). 
5. 3 Discussion 
La pratique des engrais verts est gCnCralement reconnue comme  étant le moyen de 







champ des résultats  rapportés  ci-dessus, malgré toutes  les  réserves  qui  doivent  être  émises n
pareil  cas,  donne  une  production  de 9 tonnes de grains  de riz par  hectare.  Par  comparaison, 
l'extrapolation  d'une  expérimentation  similaire  conduite  avec Sesbania rostrata (Rinaudo et QI., 
1983) fournissait  un  rendement de 6 tonnes de riz par  hectare, 
Les Aeschynomènes  apportent  ainsi  une  quantité  importante  d'azote  au  sol  dont  une 
partie contribue fi l'augmentation  du  rendement de production de la culture du riz. Elles 
fournissent  également  une  quantité  importante  de  matière  organique  qui  améliore  la  structure du 
sol et augmente  sa  fertilité.  De  plus,  il  est  possible  qu'une  partie  de  l'azote  incorporé  dans  le  sol 
qui  n'a  pas  été  utilisé  par  le iz, reste  disponible  pour  une  seconde  culture. 
Néanmoins,  plusieurs  facteurs  doivent être pris en  considération  dans  une  perspective 
d'utilisation  agronomique: les conditions  écologiques  de  l'aire  d'exploitation et les faiblesses 
intrinshques des légumineuses B nodules  caulinaires  (exigence  en  eau,  nécessité  d'inoculer, 
sensibilité des plantes B la photopériode,  compétition  avec les mauvaises  herbes). Le facteur 
humain n'est, de plus, pas B négliger. En effet, l'un des grands problhmes B l'essor des 
agrosysthmes dans les pays en voie de développement est de convaincre les paysans B rompre 
leurs  habitudes  culturales au profit de nouvelles  qui  permettraient  d'augmenter l s rendements. 
Par ailleurs, le surplus de travail B fournir, alors que les engrais verts ne  sont  pas des plantes 




CHAPITRE V : DEVELOPPEMENT DES NODULES 
CAULINAIRES CHEZ AESCHYNOMENE AFRASPERA 
1. INTRODUCTION 
Nous avons  rappelé,  dans  l'introduction  générale, les différents  processus  d'infection 
conduisant B la formation  des  nodules  fixateurs  d'azote sur les racines et, quelquefois,  sur  les 
tiges des légumineuses. 
Parmi les légumineuses B nodulation  caulinaire, Sesbania rostrata est l'espi?ce  chez 
laquelle le mode  d'infection  des  tiges  a été le mieux  décrit  (Tsien et  al., 1983; Duhoux, 1984). 
Le  processus  d'infection de la  tige  de Sesbania  rostrata est  unique  parmi les légumineuses  car 
on y trouve B la fois une  invasion  intercellulaire  initiale  des  rhizobia  comme  chez  l'Arachide, et 
la formation de cordons  d'infection  comme  chez les légumineuses  tempérées. En outre, les 
. cordons  d'infection  ne  sont  pas  issus d'un poil  absorbant  mais  d'une  poche  intercellulaire  dans 
laquelle  se  sont  multipliés le  rhizobia. 
Les connaissances sur le mode  d'infection des légumineuses B nodules  caulinaires  du 
genre Aeschynomene sont peu développ6es. Les donnees de la littérature concernent 
essentiellement la structure  des  nodules  de  tiges t de racines d'A. indica déjh  établis  (Arora, 
1954, Yatazawa et al., 1984; Vaughn et Ellmore, 1985). Ces  auteurs  n'ayant  jamais  observ6  la 
présence de poils  absorbants  ni  celle de cordons  d'infection, il a  ét6  naturellement  admis que 
les rhizobia  infectaient ces plantes aprh pénétration  d'abord  intercellulaire au point  d'émer- 
gence des racines latérales adventives,  puis  directement intracellulaire selon un processus 
analogue B celui  décrit  chez  l'Arachide. 
Grâce B la  facilité  avec  laquelle  une  nodulation  caulinaire  réguli2re  et  abondante peut être 
obtenue  expérimentalement  chez  cette  plante, A. afraspera constitue un mod&le de choix  pour 
l'étude  des  étapes  précoces de la  formation  des  nodules de tige  (Alazard et Duhoux, 1990). 
2. STRUCTURE ANATOMIQUE DES SITES DE NODULATION SUR LES 
TIGES D' A. AFRASPERA 
Comme les autres  légumineuses B nodules de tige, les nodules  formés  sur  les  tiges d'A. 
afraspera apparaissent en des sites prédéterminés, d6velopph indépendamment de toute 
infection  bactérienne. 
Les  sites de nodulation sur les tiges d'A. afraspera sont constitués par un dôme 
épidermique dont la formation est due B la présence  d'un  primordium  racinaire  sous-jascent. 
Un site de nodulation est sensible B l'infection  seulement  lorsqu'une cavité circulaire est 
d6gagk entre le primordium  racinaire et  le cortex de la tige (voir chapitre III). En  coupe 
longitudinale, on distingue un  mérist&me  radiculaire B l'apex  du  primordium  racinaire, t dans 
la partie  basale, un cortex et un cylindre  central  qui se raccorde la vascularisation  de  la  tige (pl. 
IV, fig. 17). L'apex du primordium est simplement  recouvert par une  pellicule épidennique 
tr&s aplatie  pr6sentant des déchirures (Pl. IV, fig. 18) qui permettront l'acch ultérieur des 
rhizobia B la cavit6  interne  du  site de nodulation. 
68 
3. INFECTION DU SITE DE NODULATION 
Les différentes étapes de  l'ontogénèse des nodules  ont été suivies  parallèlement, en 
microscopie  photonique et en  microscopie  électronique. 
3. 1 Pénétration des rhizobia 
Après avoir  franchi la mince  pellicule  épidennique  recouvrant le site  de  nodulation  au 
niveau des déchirures  provoquées  par  la  poussée du  primordium  racinaire  sous-jascent,  les 
rhizobia  atteignent  le fond de la cavité  annulaire  dégagée  autour de la  base  du  primordium 
racinaire. La zone  d'infection  est  limitée B la  base  du  primordium  racinaire. 
Au point  de  jonction  entre l cortex  externe  du  primordium  racinaire et l'épiderme de la 
tige, les rhizobia s'engouffrent dans les espaces intercellulaires et dans les cellules qui 
présentent une interruption pariétale résultant des forces mécaniques associées au 
développement  du  primordium  racinaire  (Pl. IV, fig. 19). Une  phase  de  multiplication  intense  a 
lieu  dans  ces  structures  ouvertes. 
3. 2 Infection intracellulaire 
Entre 24 heures et 48 heures  aprhs  l'inoculation, on observe au voisinage  du  fond de la 
cavité la présence  d'une  cellule très élargie, B forme  étoilée,  possédant un  noyau et un nucléole 
très  volumineux  (Pl. V, fig. 20,21 et 22). Cette  cellule, déjB en  cours  de  dégénérescence B en 
juger par ses contours  irréguliers,  est une cellule  infectée par des rhizobia  (Pl.  VI,  fig. 21 et 
23). 
Dans le même  temps, des cellules  situées  dans la zone  corticale  plus  profonde,  sont 
stimulées et forment un  méristhme (ZM; Pl. V, fig. 20). Ce  méristhme  est  constitué  par  des 
cellules de petite taille, B paroi  cellulaire  mince.  Leur  noyau  volumineux  occupe  une  position 
centrale et leur  cytoplasme,  très  dense,  contient de nombreux  plastes et vacuoles  (Pl.  VI, fig. 
23 et 24). 
Des  coupes  tangentielles  du  site  de  nodulation  infecté, B un stade  légèrement  plus  tardif, 
révhlent  que la cellule  infectée  initiale  est  située  dans le cortex  externe du  primordium  racinaire 
(Pl. VII, fig. 25 et 26). Elle apparait  comprimée  par les cellules  environnantes  et  son  contenu 
est  fortement  color&  Observée  au  microscope  électronique,  cette  cellule  apparait  complhtement 
dégénérée. Elle contient de trhs  nombreux  rhizobia  inclus dans un matériel  matriciel  trhs  dense 
aux  électrons (Pl. VII, fig. 27). A ce stade  de  dégénérescence,  aucun  organite  de  la  cellule  hôte 
ne  peut  plus être distingué. 
Il faut  remarquer que l'infection  a  souvent  plusieurs  origines B l'intérieur  d'un  même  site 
de nodulation  (Pl. VIII, fig. 28 et 29). Nous décrirons plus  loin le devenir de ces cellules 
infectées. 
4. PROPAGATION DE L' INFECTION 
Le d6veloppement  subskcpent  de  l'infection  a  lieu  par  la  dégénérescence  successive d  
cellules  hôtes infecttks. Les rhizobia  envahissent les cellules  selon un processus  d'expansion 
non organide  de la paroi  cellulaire (Pl. IX, fig. 30). Ils paraissent  provenir de la  paroi  interne 
de la cellule hôte, dans laquelle ils sont  parfois  observés (Pl. X, fig. 31 et 32). Au point de 
pénétration  dans la cellule, les rhizobia  sont  inclus  dans un matériel  d'origine  pariétale  limit6 
par  une  membrane en continuit6  avec la membrane  plasmique  (Pl. IX, fig. 30 et Pl. XI, fig. 
34). Ces structures  infectieuses  ne  dépassent jamais les limites de  la cellule  qu'elles  infectent. 
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En  outre,  l'invasion  cellulaire uar les  rhizobia  a un effet  néfaste sur la  cellule  infectée. son 
cytoplasme  apparait  lâche  et  désorganisé  et p u après,  la  cellule  dégénère  (Pl. X, fig. 33 et Pl. 
XI. fig. 34). 
. Y  
L'infection  progresse  de  cellule i cellule. Les cellules  adjacentes  aux  cellules  en  voie  de 
dégénérescence  sont B leur tour infectées selon  le  même  processus  d'expansion de la paroi 
cellulaire (Pl. XI, fig. 35). Dans la cellule en dégénérescence, des rhizobia et quelques 
constituants  cellulaires  encore  reconnaissables  baignent  dans un matériel  matriciel  très  dense 
(noyau,  Pl.  XII, fig. 36). 
La progression de l'infection se déroule ainsi par la dégénérescence des cellules 
infectées.  Le  résultat  final est l'obtention  de  traces  infectieuses  qui  s'étendent  depuis la cavité 
annulaire  jusqu'fi la zone  méristématique en  formation  (Pl. XII, fig.36,37 et 38). A ce  stade de 
l'infection,  une  assise  de  cellules fi tanins  se  met  en  place  tout  autour de la zone  méristématique 
(flèches, Pl. XII, fig. 36). 
5. INFECTION DU MERISTEME NODULAIRE 
La dégénérescence  des  cellules  infectdes  cesse  une fois la zone  méristématique  atteinte. 
Les cellules  méristématiques,  au  voisinage d s cellules en ddgénérescence  constituant la trace 
infectieuse,  sont  infectées  par des rhizobia  peu  nombreux,  pouvant se diviser B l'intdrieur de 
leur  membrane de séquestration  (Pl.  XIII,  fig. 39). 
Le mode  d'infection  des  cellules  méristématiques  n'a  pu  clairement  être m i s  en  évidence. 
Cependant, des rhizobia  dont la membrane de séquestration est en  liaison avec la paroi de la 
cellule  hôte  sont  fi6quemment  observés  dans  ces  cellules  (Pl.  XIII,  fig. 40 et 41). 
Dans les cellules  méristématiques,  la  présence de mat6riel  matriciel  d'origine  pariétale 
enveloppant les rhizobia  n'a jamais été observée. Les rhizobia  sont  simplement  inclus  dans  une 
membrane  péribactéroïdienne  (Pl.  XIII,  fig. 39,40 et 41; Pl. XIV, fig. 42 et 43). 
6. DEVELOPPEMENT DU NODULE 
La division  successive des cellules  infectées,  associde fi la prolifération  des  rhizobia, 
conduit B la  croissance  du  volume du  nodule  (Pl. XV, fig. 44,45 et 46). Dix fi 12 jours aprhs 
l'inoculation,  la  zone  méristématique  infectée  s'est  différenciée  en un  tissu central  entouré  par 
quelques couches de cellules périphériques  contenant de grandes  vacuoles et de très gros 
amyloplastes  (Pl. XV, fig. 46). 
Les rhizobia contenus dans les cellules du tissu central ont une  forme  allongée,  peu 
diffdrente de celle des mêmes  rhizobia B l'dtat  libre  (Pl. XV, fig. 47). Cependant,  dans  leur  dtat 
diff6rencid de bactéroïde,  leur  nucl6oide  apparait  compact, &s dense  aux  électrons.  En  utilisant 
la m6thode de fixation de Ryter et Kellenberger (1958), qui produit un minimum de 
coagulation de l'ADN, le nuclbide apparaît sous une forme  d'agr6gats de fibres (Pl. XVI, fig. 
48 et 49). 
La nature nucléaire des fibres a été vérifide par des techniques cytochimiques 
sp&ifisues. Par action  combinde de la pronase et de la DNase, l'ADN et les protéines  qui lui 
sont  assocides  disparaissent progressivement, laissant  apparaître  des  granules de 
polyphosphates (Pl. XVI, fig. 50 et 51). Si l'on fait agir l'EDTA sur les coupes, 
l'h6t6rochromatine et les granules  perdent  tout  contraste,  seuls  les  ribosomes  restent  contrast& 
(PI. XVI, fig. 52). 
Aucune  cellule  non  infectbe  n'a  étd  observée dans le tissu  central  du  nodule  mature. 
Des sections  longitudinales ou transversales  effectudes  dans  des  nodules  âgés de 10 h 15 
jours, déjh  efficients,  montrent  des  zones  sépardes de tissu  infecté  (fig.Pl. XVII, 53,54,55 et 
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57). L'existence de zones  distinctes de tissu  infecté  signifie  que l'infection a  été  initiée en 
autant  d'origines  différentes  dans  le  site  de  nodulation.  Ces  zones, en 'étendant,  ont  tendance 
B fusionner  entre  elles  (Pl.  XVII,  fig. 55 et 57). 
7. INFECTION SECONDAIRE DU SITE DE NODULATION 
A côté  des  zones  infectées  principales qui forment  l'essentiel  du  tissu  central du  nodule, 
on trouve  également  des  zones  infectées  que l'on désigne  comme  secondaires  par  rapport  aux 
précédentes  (Pl.  XVII,  fig. 53, 56 et 57). Ces  zones  d'infection  secondaire  sont  constituées 
par des cellules  volumineuses,  isolées  ou  en  groupes,  et  entourées  par  plusieurs  couches de
cellules de très  petite  taille  suivant une organisation  régulière (Pl. XVIII,  fig. 58). Mis B part 
leur contour  régulier, elles ressemblent  aux  cellules  infectées  initiales.  Comme  elles, elles 
contiennent de très nombreux rhizobia (Pl. XVIII, fig. 59). Cependant, ces cellules ne 
prhentent pas de signe de dégénérescence  et les rhizobia  qu'elles  renferment  sont  inclus en 
grand  nombre  dans  des  membranes  péribactéroïdiennes  (Pl. X v m ,  fig. 60 et 61). 
Des coupes 8 main levée, effectuées dans des nodules âgés de plus de 20 jours, 
montrent,  d'une  part que ces zones  sont  toujours  présentes  dans le cortex  externe du nodule et 
d'autre part, qu'elles renferment le pigment rouge dû h la présence de lèghémoglobine, 
caractéristique de l'activité  futatrice d'azote des  rhizobia  contenus  dans ces cellules. 
8. DISCUSSION 
Le processus  d'infection  qui  conduit & la formation de nodules  fixateurs  d'azote sur les 
tiges d'A. ufrusperu présente beaucoup d'analogies avec celui décrit chez Arachis et 
Stylosunthes (Chandler, 1978; Chandler et al.? 1982), plantes tropicales chez lesquelles 
l'infection est directement  intercellulaire et ne f a t  pas  intervenir de cordons  d'infection  (voir . 
synthèse  bibliographique,  chapitre  I).  L'une  des  caractéristiques  principales  des  nodules  ainsi 
form&  est  l'absence de cellules non infectées  dans  le  tissu  central de ces  nodules. 
L'infection  des  tiges d'A. ufrusperu a lieu au  niveau  de tissus lésCs  au point  démergence 
d'une  ébauche  racinaire  adventive.  Ce  mode  d'infection  par  "blessure"  ("wound" ou "crack 
entry",  en  anglais),  intervient  également  chez S sbunia rostrutu et  constitue,  plus  généralement, 
la voie  empruntée par de  nombreux  micro-organismes phytopathoghes. 
Aprhs  une  phase de multiplication  des  rhizobia dans les  espaces  intercellulaires  ou  dans 
des cellules  aux  parois  ouvertes,  l'infection  devient  intracellulaire  selon un processus  que  nous 
ne sommes  pas en mesure de préciser,  étant  donne la difficult6 B saisir  expérimentalement  cette 
étape. La cellule  infectee  initiale est clairement  localisée dans le  cortex  externe  du  primordium 
racinaire. A ce stade, les cellules corticales  internes  situées  au  dessous de la cellule  infectée 
sont spécifiquement  stimulees. La zone  m6ristématique induite est, elle, localisée  dans les 
tissus  corticaux  assurant lajonction  entre la tige et l'ébauche  racinaire. 
L'induction B distance  d'un  processus  organogénétique  par les hizobia  a  éte  décrite B la 
fois chez les Mgumineuses infectées par  l'intermédiaire des poils absorbants (Libbenga et 
Harkes, 1973; Truchet et al., 1980; Calvert et al., 1984) et chez la légumineuse B nodules 
caulinaires Sesbunia rostrutu (Tsien et al., 1983; Duhoux, 1984). Ces observations  sont  en 
accord  avec l'hypothhse de Nutman (1965) selon  laquelle les nodules  apparaissent  seulement 
aux  endroits où se d6veloppe  une  activit6  méristématique. 
Le d6veloppement subseuent de l'infection qui se  manifeste par l'hypertrophie et la 
d6g6nérescence des cellules infectees, la  synthbe de mat6riel  parietal  au  point &entree des 
bact6ries  dans les cellules,  ressemble  plus B une daction  de défense de  la plante  vis-&-vis  d'un 
phytopathoghe plutôt qu'A une relation symbiotique (Tm, 1972; Aiste, 1977). La 
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dégénérescence  des  cellules  infectées  se  poursuit  jusqu'à  ce  que  l'infection  ait  atteint  la  zone 
méristématique en formation.  C'est  seulement  là  que  s'établit  une  relation  symbiotique  vraie. 
Une  question  peut  alors  être  posée:  Pourquoi  la  plante,  qui  jusque  là  réagissait 8 l'infection  par 
les  rhizobia  comme  elle  l'aurait fait vis-à-vis de  pathogènes,  devient-elle  plus  "coopérative"  et 
permet-elle  alors  l'établissement  d'une  vraie  relation  symbiotique? 
Chez A.  ufruspera, le mérist*me nodulaire est ceinturé par un cordon de cellules 
contenant  des  composés  phénoliques  (tanins). De telles  cellules  sont  aussi  présentes  dans  les 
nodules  de Parasponia  rigidu (Lancelle  et  Torrey, 1985) et dans  beaucoup  de  nodules  de 
plantes  actynorhiziennes  (Newcomb et al., 1978). La  fonction  de  ces  cellules  n'est  pas  connue; 
cependant, elles pourraient jouer un rôle  de  protection  vis-à-vis  de  l'oxygène  et  vis-8-vis  de 
l'infection  secondaire  par  d'autres  bactéries ou champignons  (Newcomb et al., 1978). 
Le mode  d'infection  du  méristème  nodulaire  par  les  rhizobia  contenus  dans  les  cellules 
dégénérées  constituant  la  trace  infectieuse  n'a pu être  établi.  Toutefois,  la  présence  de  rhizobia 
isolés  dans les parois  cellulaires et de  rhizobia  dont  la  membrane  de  séquestration  paraît  en 
continuit6 avec la membrane  plasmique  laisse  supposer que les rhizobia  pourraient être 
capables  de  se  déplacer 8 l'intérieur  des  parois  cellulaires.  Cette  hypothèse,  si  elle  était  vérifiée, 
permettrait  en  outre  d'expliquer  pourquoi  aucune  cellule non infectée  issue du  méristème  n'est 
retrouvée  dans  le  tissu  central  du  nodule. 
La croissance du  nodule  s'effectue  par  mitoses  successives  des  cellules  infectées. Le 
résultat  final  est  l'obtention  d'un  tissu  central  uniformément  infecté. 
Une  donnée  d'importance  taxonomique  concerne le nucléoïde  des  rhizobia 8 l'état  de 
bactéroïdes (Gourret, 1974, 1978). Celui-ci peut être diffus dans le cas des rhizobia B 
croissance  rapide (R. trvolii, R. legminosarum, R .  meliloti, R. phuseoli) ou bien  compact, 
dense  aux  électrons et accompagné  de  granules  de  polyphosphates  dans le cas  des  rhizobia B 
croissance  lente (Brudyrhizobium  juponicum,  Brudyrhizobium sp.  du  cowpea ou du  Lupin). 
D'après  la  condensation de leur  matériel  génétique,  les  rhizobia d'A. a$rusperu se  rangent  dans 
le groupe des  Bradyrhizobia ou rhizobia il croissance  lente. 
La présence  de tri% grandes  cellules  infectées  d'un  autre  type  que  celles  observées  dans 
le tissu  central du  nodule, a été  interprétée  comme le résultat dune surinfection du site par les 
rhizobia.  Ces  cellules  sont  semblables  morphologiquement  aux  premières  cellules  infectées  et 
leur  localisation  est  identique;  cependant,  elles ne  montrent  aucun  signe  de  dégénérescence. 
Une des  hypothhes pouvant  expliquer  l'existence  de  ces  structures  est  que  la  présence d'un
méristème déjB infecté  empêcherait le développement  normal  des  infections initiées plus 
tardivement.  La  protection  du  méristème  pourrait être assurée  par  l'enveloppe  de cellules 
contenant des tanins décrite précédemment qui, outre son rôle protecteur vis-&-vis de 
l'oxygi?ne,  bloquerait la progression  des  infections  secondaires. 
Les nodules présents sur les tiges d'A. ufraspera sont des nodules du type 
aeschynombnoïde selon la terminologie définie par Corby (1981). Ces nodules sont 
caract6risés par leur localisation B l'aisselle d'une racine latérale adventive et par une 
organisation  interne  particuli&re,  dans le sens où aucune cellule non infectée  n'est  observée 
dans le tissu  central des nodules. Les nodules du type  aeschynoménoïde  ont  été  décrits  chez  les 
membres de la tribu Aeschynorneneae mais  aussi  chez de nombreux  membres de la tribu 
Dulbergieue et chez le genre  unique  constituant  la  tribu Adesmieue (Faria et al., 1984; Sprent, 
1989). L'interêt taxonomique de  ces observations est que  toutes ces espèces qui ont une 
organisation  interne  identique  de  leurs  nodules  pourraient  également  partager le même  mode 
d'infection,  puisque le processus  d'infection m i s  en évidence  chez  les  genres Aeschynomene, 
Arachis et Stylosanthes, tous  membres de la  tribu Aeschynomeneae, est similaire.  Ainsi, 
l'infection des légumineuses  selon un processus  différent de celui faisant  intervenir les poils 
absorbants et  les cordons  d'infection  pourrait être relativement  courant  dans  la  nature,  en 
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particulier  dans  certaines tribus de  légumineuses  d'origine  tropicale  qui, jusqu'à présent,  n'ont 
été que peu étudiées. 
Remarquons,  pour  conclure, qu'A. afraspera et probablement les autres  Aeschyno- 
m&nes, chez lesquelles le développement des nodules s'effectue par simple division des 
cellules  infectees,  pourraient  constituer un matériel  de  choix  pour  l'étude de  la symbiose in 
vitro. Par l'intermédiaire de pmtoplastes,  de  cals  infectés ou de cellules  du tissu central  infect6 
mises  en  culture  (Duhoux et Alazard, 1983), il  est  permis  d'espérer  pouvoir  élucider  certains 
des  facteurs  qui  contrôlent la symbiose et le  processus  de  fixation  d'azote in vivo. 
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CHAPITRE VI : FIXATION D' AZOTE ZN VITRO PAR LES 
RHIZOBIA D' AESCHYNOMENE 
1. INTRODUCTION 
On a longtemps cru que  la  synthbse  de  la  nitrogénase et  la fixation de l'azote  par les 
rhizobia ne pouvaient avoir lieu qu'en présence de la plante hôte. En 1975, plusieurs 
laboratoires  mirent  simultanément  en  évidence  la  capacit6  de  fixation  de  l'azote  par  certaines 
souche  de  rhizobia B croissance  lente  cultiv6es  sur un  milieu  synthétique  (Pagan et al., 1975; 
Mc  Comb et al., 1975; K m  et La Rue, 1975; Keister, 1975; Tjepkema et Evans, 1975). Ces 
travaux  apportbrent  ainsi la preuve  définitive  de  la  présence, dans le génome  des  rhizobia, de la 
totalit6  de  l'information  gén6tique  nécessaire B la  synthbse  de  la  nitrogénase. Les nombreuses 
expériences  d'induction de l'activité  nitrogénase  qui  ont  ét6  menées  par  la  suite  ont  permis d  
définir  les  conditions  physiologiques  optimales  permettant la fixation  d'azote non symbiotique. 
La faible  concentration  en  azote  combiné,  la  présence  de  plus d'une source de  carbone (un 
pentose  et un acide  du cycle de Krebs) et des  conditions  de  culture microdrobies sont  des 
facteurs  déterminants  pour  l'induction  de  la  nitrogénase in vitro (Gibson et al., 1976; Ranga 
Rao et al., 1982). Bien  que la  capacité B fixer  l'azote  en  culture  soit  souvent  considérée  comme 
une  propriCt6  du seul  genre Bradyrhizobium (Agarwal et  Keister, 1983; Kaneshiro et al., 
1978; Pankhurst et al., 1982; Shindu  et  Dardawal, 1986), une  activité  fixatrice  potentielle a été 
mise  en  évidence  chez  quelques  souches  de  rhizobia B croissance  rapide.  Ces  souches  sont  les 
suivantes: Rhizobium leguminosarum (Kurz et La  Rue, 1975; Keister, 1975; Stam et al., 
1983), R. meliloti (Bedmar et Olivares, 1979), la  souche  de Rhizobium cowpea IHPlOO isol6e 
de Cajanus  cajan (Bender et al., 1986), la  souche ANU289 isolée  de Parasponia (Mohapatra et 
al., 1983) et une  souche  de R. trifolii 0403 (Urban et al., 1986). Cependant, B l'exception de 
la souche IHPlOO, l'activité  nitrogénase  spécifique  des Rhizobium est  assez  faible  puisqu'elle 
reste en  g6néral  inférieure B 10 nanomoles  de C2H4 form6  par  heure et par  mg  de  protéines, 
alors  que  les souches de Bradyrhizobium 32H1 ou CB756 peuvent  en  produire jusqu'i 500 
nanomoles. 
L'induction de l'activitts  nitrogenase in vitro chez  toutes  les  souches de rhizobia  testees B 
ce jour, nécessite la pr6sence  d'une  source  d'azote  combine  et  une  faible  tension  en  oxygbne 
dissous dans le milieu  de  culture.  En outre, la  plus  grande  partie de l'azote  fix6  par  les  rhizobia 
est excr6t6e dans le milieu de culture sous la  forme  d'ions  ammonium (OGara et  Shanmugan, 
1976). Ainsi, comme in planta où l'azote  fixé  par  les  bact6roïdes  est e x d t é  dans  le  cytosol  des 
cellules infect.& (Bergersen et Turner, 1967), l'assimilation  de  l'ammonium  par  les  rhizobia B 
l'état  libre  apparait d&ouplCe  de la  fixation  de  l'azote. A l'exception de la souche  de R .  trifolii 
0403, qui a@s avoir subi un  traitement  pr6alable  avec  du  succinate il forte  concentration (16 
mM) de telle sorte qu'elle  devient  morphologiquement et physiologiquement  semblable aux 
bact6roïdes pdsents dans les nodules  de  Trbfle  (Urban et al., 1986). Aucune  des  souches  de 
rhizobia cit6es ci-dessus n'est capable d'utiliser  l'azote  mol6culaire  comme  seule  source 
d'azote  pour  sa  croissance. 
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Les rhizobia isolés des nodules caulinaires de Sesbania rostrata sont, B notre 
connaissance,  les  seuls  capables  d'exprimer n culture une activité r&hxtrice  d'acétylène très 
élevée  (supérieure B 40 nmoles  de C2H4 produites/min./mg  de  protéines)  et  les  seuls B pouvoir 
utiliser,  d'une manihre naturelle,  les  produits de  la  fixation  comme  seule  source  d'azote  pour 
leur  croissance (Dreyfus et al.,  1983; Gebhardt et a1.,1984). Ces rhizobia,  dont  la  souche  type 
est la souche ORS571, forment B présent un genre nouveau parmi les Rhizobiacées: 
Azorhizobium  caulinodans (Dreyfus et al., 1988). 
Les résultats  présentés  dans  ce  chapitre,  montrent  que  la  capacité  de  réduction  de 
l'acétylène  est  une  propriété  commune  chez  de  nombreuses  souches  de  rhizobium  isolées de 
diverses  Aeschynomènes.  De  plus,  certaines de ces  souches  paraissent  capables d'utiliser 
l'azote  fixé  comme  seule  source  d'azote  pour  leur  croissance  (Alazard, 1990). 
2. RESULTATS 
2. 1 Activité nitrogénase des rhizobia d'Aeschynomene cultivés en milieu 
faiblement  gélose 
La méthode  de  culture  en  milieu  faiblement  gélosé  utilisée  pour  la  mise  en  évidence de 
l'activité  nkluctrice  d'acétylbne  des  rhizobia  est  dérivée  de  la  méthode  décrite  par  Diibereiner et 
Day (1976) pour  l'étude  des  Spirilles  fixateurs  d'azote.  L'agar  faiblement  gélosé  crée,  dans le 
tube de culture, un gradient  d'oxyg5ne  dkcroissant qui permet  la  croissance  des  bactéries 
nécessitant  des  conditions  microaérophiles  de  culture.  Dix neuf  souches  de  rhizobia isolées de 
nodules  caulinaires ou racinaires de différentes  espbces d'Aeschynomene appartenant  aux trois 
groupes  d'inoculation  croisée  définis au chapitre III, ont  été  testées  pour  leur  capacité h réduire 
l'acétyl6ne.  Les  souches ORS571 et CB756 ont été  utilisées  en  tant  que  souches  de  référence. 
Sur les milieux  dépourvus  d'azote, les cultures  se  développent sous la  forme  d'une  mince . 
couche de cellules situées 21 quelques  millimbtres au dessous de la  surface de l'agar. Les 
souches d'Aesehynomene paraissent  plus  sensibles h l'oxygbne  que  la  souche ORS571, B en 
juger par la plus  grande  profondeur B laquelle elles se  développent.  Lorsque le milieu de 
culture  contient  du  glutamate  comme  source  d'azote (3 mM), toutes  les  cultures e  développent 
B la surface  du  milieu  gélosé ou B son  proche  voisinage.  Le  tableau 13 montre  que  les  souches 
isolées d'A. afraspera et  celles  isolées  des  plantes  du  groupe  d'inoculation III, dont  l'esp5ce 
type est A. indica, sont  toutes  capables  de  réduire l'acétylhe en culture.  L'activité  nitrogénase 
de ces  souches  varie  entre 50 et 100 %I de celle  exprimée  par  la  souche ORS571 dans les 
mêmes  conditions  de  culture. 
Mise h part  la  souche ORS304 isolée  des  nodules du collet d'A. elaphroxylon, les 
souches  isolées  des  plantes  du groupe d'inoculation croide I, comme  la  souche CB756, sont 
incapables de se développer en milieu  dkpourvu  de  glutamate. De plus,  l'activité  nitrogenase 
exprim&  par  ces  souches  en pdsence de  glutamate  est soit  nulle,  soit t&s faible. 
Les rhizobia d'Aeschynomene, dont le temps  de  &ération  est  compris  entre 4,2 et 8,5 
h lorsqu'ils sont cultiv6s sur le milieu YM il 30 O C ,  doivent  être  considérés  comme  des  rhizobia 
il missancc rapide  ou  intermMiaire  (tableau 13). 
Les cin6tiques de la production  d'kthyl5ne  par les souches de rhizobia ORS322 et 
ORS310, repdsentatives de chacun des deux groupes d'inoculation  croisée II et III, ont éte 
c o q a d e s  avec celles  obtenues  avec  les  souches d  réference ORS57 1 et CB756 (figure 3 A et 
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Souches  Plante  Groupe  d'inoculation  Temps  de  Activité  nitrogénase ex planta 
plantes  hôtes (hl @moles  C2Hq / culture) 
d'isolement  croisée des génération  près7 jours de  culture 
- glutamate + glutamate 
ORS57 1 Sesbania  rostrata (Ta) - 
ORS303 A.  afraspera (T) 2 
ORS308 A. afraspera (R) 2 
ORS312 A. afrasllera (R) 2 
ORS322 A. afrapera (T) 2 
ORS326 A.  afrapera (T) 2 
ORS337 A. afiaspera (T) 2 
ORS306 A. indica (T) 3 
ORS310 A. indica (T) 3 
ORS318 A. indica subspl (T) 3 
ORS319 A. indica subspl (T) 3 
ORS320 A.  indica (T) 3 
ORS328 A.  indica subsp2 (T) 3 
ORS330 A .  sensitiva (T) 3 
ORS334 A. tambacoundensis (T) 3 
ORS301 A.  americana (R) 1 
ORS302 A.pfundii (Tb) 1 
ORS304 A .  elaphroxylon (Tb) 1 
ORS305 A .  schimperi (R) 1 
ORS309 A. uniflora (T) 1 























aT, souche iml& de nodule de tige; R, souche h l &  de nodule de racine. 
nodules cadinaires limit13 B la partie basse et immerg& de la tige. 
Tableau 13 Caract6ristiques et activit6  nitrog6nase ex planta des rhizobia d'Aeschynomene 
aprh 7 jours de culture  en  milieu g6los6 semi-solide. 
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Figure 3: Cin€tique  de  l'activitb  nitmgdnase d'Azorhizobium  caulinodans 
ORS571 (O ), des  rhizobia dlAeschynomene ORS310 (m ) et ORS322 (O ), 
de  la  souche CB756 ( 9 cultivbs en milieu  faiblement gblod en  absence 
(A) en pdsence (B) de 3 mM de glutamate 
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B). En  absence dune source  d'azote, les cinétiques  obtenues  avec les souches ORS310 et 
ORS322 sont  semblables B celle  obtenue  avec ORS571, et  aucune  activité  n'est  détectable  avec 
la souche CB756. En  présence de glutamate,  une  phase de latence de 2.jows est observée 
avant l'apparition de l'activitd nitrogénase dans les tubes de culture pour les souches 
dAeschynomene (figure 3 B). Laphase de latence  est de 7 jours dans  le cas de la souche 
CB756. De  plus, la production  d'éthylène  par  cette  dernière  souche  est 10 fois  plus  faible  que 
celle  obtenue  avec  les  autres  souches. 
La  croissance  des  souches  en  milieu  semi-solide,  bien  que  nettement  visible,  n'a pu être 
confmée par le dosage  des  protéines  totales B cause  des  interférences  dues B la  présence de 
l'arabinose et de la  gélose. 
2. 2 Activité  nitrogénase et croissance des rhizobia d'Aeschynomene cultivés 
en milieu liquide en absence d'azote combin4 
L'activit6  nitrogdnase des souches de rhizobia d'Aeschynomene cultivées en milieu 
liquide  sans  azote  est  maximale  lorsque la t nsion  d'oxygène  dans la phase  gazeuse  des  flacons 
de culture est 0,5 % (dsultats non  prdsentés). La souche ORS571 a  ét6  cultivée  en  présence de 
3 % d'oxygène, ce qui  correspond B la tension  d'oxygène  optimale  pour cette souche  (Dreyfus 
et al., 1983). 
La cinétique de la production  d'éthylbne  par  les  souches ORS571,0RS310 et ORS322 
en c u l m s  liquides  agitées est pr6sentée sur la figure 4. Les 3 souches tesdes ont  une  activit6 
nitrogdnase  quasi  identique t le  niveau  d'activit6  obtenu  est  d'environ 5x104 nmoles de C m  
par  flacon  après 4 jours de culture. 
La croissance  des  souches cultiv&s en  milieu  liquide  a  pu être estimh par le dosage des 
proteines totales apr&s centrifugation des cultures. Ce traitement permet d'éliminer les 
interférences,  dans le dosage,  dues B la  présence de l'arabinose  dans le milieu  de  culture. La 
teneur  en  protéines  des  cultures  augmente  de 10 B 100 pg de protéines  par ml après 6 jours de 
culture  (tableau 14). 
Ainsi,  mises B part  les très faibles  quantités  d'azote  combiné  apportées  par  les  vitamines, 
c'est l'azote fixé en  culture sous de faibles tensions  d'oxygène  qui  permet  la  croissance des 
souches ORS310 et ORS322. 
3. DISCUSSION 
Les r6sultats  rapportes dans  ce chapitre  montrent  que  les  rhizobia  isol6s 
d'Aeschynomene  afraspera et des Aeschynombnes  du  groupe  d'inoculation  crois6 III - dont 
l'espèce type est A. indica - pos&dent  une  activit6 nitmghase in vitro élev6e.  L'activité de ces 
souches est du  même  ordre de grandeur  que  celle  exprim6e  par la souche A.  caulinoduns 
ORS571 dans les mêmes  conditions de culture, et nettement  supdrieure B celle de la souche 
Bradyrhizobium sp. CB756 du groupe  cowpea.  De  plus,  comme A. caulinoduns et les autres 
fixateurs libres, la fixation de l'azote par les rhizobia d'Aeschynomene ne nécessite pas la 
pr6sence d'une source d'azote combin6  dans le milieu de culture. 
Les rhizobia d'Aeschynomene fixateurs d'azote en culture pure et les souches 
d'Azorhizobium ont en commun la propri6t6 de noduler les tiges de 16gumineuses  aquatiques 
tropicales.  Ainsi, la capacit6  qu'ont ces rhizobia de croître en utilisant  l'azote  mol6culaire 
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Figure 4: Cinétique  de  l'activité  nitrog6nase d'Azorhizobium cadinodans 
ORS571 ( W ) et  des  rhizobia d'Aeschynomene ORS310 (a) et 
ORS322 (O) cultiv6s  en  milieu liquide en  absence  d'azote  combiné 
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Souches Activité  nitrogénase Croissance 










Tableau 14: Activité  nitrogénase  et  estimation  de la croissance  des  souches  ORS310, 
ORS322,  et  ORS571  aprhs 6 jours de  culture. 
Tension d’oxyghe dans  la  phase  gazeuse: 0,5 % pour les  souches  ORS310 
et  ORS322,  et 3 % pour  la  souche  ORS571. 
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La confirmation dune parenté  de  ces  souches au niveau  moléculaire a été  obtenue 
récemment  par  Kaminski et al. (1988). Ces  auteurs  ont m i s  en  évidence  chez A .  caulinodans 
ORS571 la présence  d'un  gène  nouveau (nif O), impliqué B la fois dans le processus  de 
fmation  symbiotique de l'azote et dans celui  de  la  fixation B l'état  libre de cette  bactérie. Par des 
expériences  d'hybridation,  ils  ont  trouvé  une  très  forte  homologie  entre  une  sonde n i f 0  et 
l'ADN total de la  souche  ORS322.  En  revanche,  aucune  homologie  n'a pu être  trouvée ni avec 
des  souches de Bradyrhizobium, ni avec  d'autres  souches  de Rhizobium typiques. 
La propriété  de  certains  rhizobia  dileschynomene  de  se  développer  en  utilisant  l'azote 
moléculaire  comme  seule  source  d'azote  pose  le  problème  de  la  position  taxonomique  de  ces 
rhizobia B croissance  rapide parmi les  autres  Rhizobiacées. 
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CHAPITRE VI1 : ETUDE TAXONOMIQUE DES RHIZOBIA 
D'AESCHYNOMENE 
1. INTRODUCTION 
La  classification actuelle des  Rhizobiacées,  telle  que  nous 1' avons  présentée  dans 18 
synthhse bibliographique au début de ce mémoire, reconnait trois genres de rhizobia: 
Rhizobium,  Bradyrhizobium et Azorhizobium. 
La position taxonomique des rhizobia isolés de nodules caulinaires des plantes 
appartenant au genre Aeschynomene n'a, B ce jour, pas  été  clairement  définie.  Les  rhizobia 
associés aux  Aeschynomhnes B nodulation  exclusivement  racinaire  sont  généralement  classés 
panni les rhizobia B croissance  lente  (Bradyrhizobia) du groupe  cowpea  (Date et Halliday, 
1980;  Allen et Allen,  1981). Les seules  données  de  la  littérature  concernant  des  rhizobia  isoles 
de nodules  caulinaires d'Aeschynomene sont  les  travaux  de  Stowers  et  Eaglesham  (1983)  et 
ceux  de  Chakrabarti et al. (1986). Les premiers  auteurs  ont m0nt.d que  la  souche BTAil isolée 
d'A. indica possédait des caractéristiques phénotypiques B la  fois des Rhizobium et des 
Bradyrhizobium typiques.  Les  seconds,  n'ayant  trouvé  aucune  homologie  entre l'ADN de  la 
souche  BICC806  isolée  de  nodules  de  tige d'A. aspera et  les ADN de  différentes  souches  de 
Rhizobium et de Bradyrhizobium, ont  suggéré  que  les  rhizobia d'Aeschynomene pourraient 
constituer  une  esp&ce  nouvelle  de  rhizobia à croissance  rapide. 
La  mise en évidence  de  l'aptitude  de  nombreuses  souches  de  rhizobia d'ieschynomene 
B fixer l'azote in vitro, propriété jusqu'ici caractéristique des Azorhizobium, nous a 
naturellement  conduit B désirer préciser  la  position  taxonomique  de  ces  rhizobia parmi les 
autres  Rhizobiacées.  Ce  travail a été  réalisé  en  étroite  collaboration  avec  le  laboratoire  de 
Microbiologie  et  de  Génétique (LMG) du  professeur K. KERSTERS  (Université de Gand, 
Belgique). 
2. RESULTATS 
2.1 Analyse numkrique des caracteres phhotypiques 
L'étude a été  effectuee  avec  les  souches  présentées  sur  les  tableaux 3 et 4, c'est-B-dire 
avec  33  souches  isolBes de nodules  caulinaires  ou  racinaires  de  clifferentes  Aeschynomhnes,  26 
souches  de Rhizobium typiques, 6 souches d'Azorhizobium, 21  souches  de Bradyrhizobium, 
1 souche d'Agrobucterium, 2 souches  de Xanthobacter et 2 souches  de Phyllobacterium. 
Cette  etude a port6 sur 148 caractkes morphologiques,  physiologiques et nutritionnels. 
Un certain  nombre  de caracthes non discriminants car identiques  (négatifs ou positifs)  pour 
toutes les souches, ont  ét6 exclus de  la  matrice  finale.  Ces 44 caracthres  sont les suivants: 
coloration de Gram, mensurations des bactéries, présence de l'oxydase, de la catalase, 
production de di-OH-acétone,  hydrolyse  de  l'amidon,  de  la  gélatine,  du  Tween  80,  du  jaune 
d'oeuf, d'indole, d'Hz!& recherche de  la tryptophane désaminase, production de 3-kéto- 
lactose  -sp&ifique d'Agrobacterium  tumefaciens-, croissance sur KNO3 8%, KN02 0,5 %, B 
4 OC, B 35 OC, B pH 6, utilisation  comme  source  de  carbone  et  d'Cnergie d s  composés  tels  que 
l'amidon, le propionate, le butyrate,  l'iso-butyrate,  le  valérate,  l'iso-valérate, le palmitate,  le 
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caproate, le caprate, le pélargonate, le pimélate, le subérate, le DL a-OH-butyrate, le 
mésaconate, le tartronate,  le  D-tartrate,  le  benzoate, la L-leucine,  la  L-cystéine,  la  DL-sérine,  la 
DL-thréonine, la L-méthionine, le DL-tryptophane,  l'histamine,  l'esculine,  le  n-dodécane et le 
n-héxad6cane.  Certains  tests  ont  montré  une  grande  spécificité:  l'inuline et l  glycolate  ne  sont 
utilisés  comme  source  de  carbone  que  par  les  seuls Xanthobacter et la souche d'Agrobacterium 
rhizogenes est la seule 8 n'utiliser ni le lactate ni le pyruvate. La liste des caractères 
discriminants pour la distinction parmi les rhizobia (Rhizobium, Bradyrhizobium et 
Azorhizobium) est  reportée sur le tableau 15. 
La représentation graphique de l'analyse numérique de ces résultats selon un 
dendrogramme (figure 5) ou une  matrice  ombragée  (figure 6), en utilisant  le coefficient 
d'association de Sokal et  Michener (1958), a  permis,  d'une  part B confirmer le groupement  des 
souches selon le genre auquel elles appartiennent (Rhizobium, Azorhizobium, Brady- 
rhizobium,  Xanthobacter et Phyllobacterium), et d'autre  part B mettre  en  évidence  l'existence 
de 2 groupes de souches  dans  le  genre Bradyrhizobium . 
Bien que  la majorit6 des rhizobia isolds d'Aeschynomknes soient des rhizobia 8 
croissance rapide, ils sont tous distribuCs dans les 2 groupes de souches du genre 
Bradyrhizobium. Le premier groupe (Bradyrhizobium sp.) comprend les souches de 
Bradyrhizobium de référence et les rhizobia  d'Aeschynom5nes qui ne fixent pas  l'azote  en 
culture libre tandis  que le phénon  A,  d6fini  au  seuil de similitude de 85 %, est constitud  par 
l'ensemble des souches  d'Aeschynomknes  capables de fixer  l'azote in vitro (partie hachhe  du 
dendrogramme de la figure 5). 
Une des caractéristiques  remarquables  des  souches d'Aeschynornene capables de fixer 
l'azote en culture est  que  la  majorité  d'entre  elles  prdsentent  une  pigmentation  rose  apr5s  une 
dizaine de jours de culture  sur le milieu YM. Cette  pigmentation est encore  accentuée  lorsque 
les  cultures en boites  de  Pdtri  sont  laissées 8 la lumike du jour. 
La plupart  des  souches  constituant  le  phdnon  A  réduisent  le  nitrate  en  nitrite.  Cependant, 
comme les Azorhizobium, ces  souches ne ddnitrifient  pas.  Aucun caractère nutritionnel  ne 
permet véritablement de différencier les souches  du  phénon  A des autres  bradyrhizobia, 
excepd une  utilisation  plus  généralisde  des  acides  organiques. 
On  peut  noter  que  toutes les souches  fixatrices  d'azote en culture  ainsi  que la majorit6 
des souches de Bradyrhizobium sont  toldrantes  aux  conditions  acides de culture (pH 4 3 ,  
conditions que l'on  rencontre  souvent  dans les sols  tropicaux. 
En ce qui concerne les Azorhizobium, ils  se  diffdrencient  des  autres  genres  essentiellement  par 
le fait qu'ils  n'assimilent  pas  la  plupart des disaccharides et les principaux  polyalcools. 
Les Rhizobium sont capables d'assimiler une grande varidtd de mono-, di-, et 
trisaccharides.  Toutes  les  souches de Rhizobium utilisent le glutamate et le  a-aminobutyrate. 
La  souche NGR234 isolde de Lublab  purpureus est la seule panni les Rhizobium B ne pas 
poss6der  d'urdase. Les souches de Rhizobium ORS609 et ORS61 1 isolees  respectivement de 
nodules racinaires de Sesbania  cannabina et de S. grandifora sont,  avec les souches de 
Xanthobacter et de Phyllobacterium les seules il utiliser  l'a-alanine. II n'est  toutefois  pas 
possible de distinguer les Mdrentes esp&ces h l'intdrieur du genre Rhizobium. 
2. 2 Taxonomie molbculaire 
Le tableau 16 donne le pourcentage en guanine + cytosine de 6 souches d'Aes- 
chynombnes et l'hybridation de leur ADN avec l'Am-r 23 s marqud  au 14C de Brady- 
rhizobium  japonicum ND5549 (LMG6138). 
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Tableau 15 
Caracteres Rhizobium Azorhizobium Bradyrhùobium 
- 
sp.  phénon A 
Nombre  de  souches  26 7 31 22 
Caractères morphologiques 
Ciliation  (sub)polaire (m. solide) 
péritriche 
Diamktre des  colonies c 2 mm 
2 c d e 5 m m  
d > 5 m  
Colonies  punctiformes,  circulaires, il 
marges entieres 
Colonies  muqueuses ou liquides 
Col. opaques,  blanches ou creme 
Colonies  translucides 
Col.  rosbes apres 10 jours de  culture 
Caractkes physiologiques, 
Production d'acide I YM 
Croissance  rapide I YM 
Fixation d'azote en culture 
NO3 + NO2 
NO3 + N2 
Urbase 
p-Galactosidase 
Croissance sur le milieu de Simmons 
NaCI 1 % 
42 "C 
PH 4 5  
PH990 















































































































Tableau 15 (suite) 
Caractkres Rhizobium Azorhuobium Braclyrhuobium 


















- acides gras 
Acétate 






























































































































Tableau 15 (suite) 













































































































































Tableau 15 (suite) 
Caract&res Rhizobium  Azorh zobium  Bradyrhizobium 
sp. phénon A 













- acides aminés  aromatiques 
DL-Proline 
L-Phénylalanine 













































































Tableau 15 : Principales  caracteristiques  permettant de differencier 









Figure 5 : Dendrogramme des souches de rhizobia bas6 sur les donukes de 
l'analyse des tests morphologiques, physiologiques et nutritionnels 
(voir tableau 15). 
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Figure 6 : Representation sous la  forme  d'une  matrice  ombragee  des  coefficients 




Tm(e) en "C des  hybrides ADN:ADN de: 
Souches % G + C  B .  japonicum A. caulinodans R. meliloti 
NZP5549T  ORS57 1* NZP4009 
ORS301 65,5 80,9* - - 
ORS304 58,9 80,5 - 
ORS305 63,2 80,6 - - 
ORS306 65,l 78,5 - - 
ORS322  64,O 79,2 - - 
ORS324 65,6 78,5 - - 
ORS57 1 66,O 733  81,6 68,O 
ORS5 1 - - - 77,8 
* Tm(e) est la temp&ature ii laquelle 50% de l'hybride ont 196 &natur& 
Tableau 16: Composition en  bases et hybridation de l'ADN des  souches 
d'Aeschynomene avec Y A R N  ribosomal marquC des  souches  de 
refbrence: ( ARN-r  de Bjqonicum NZP5549T (LMG6138), 
{3H} ARN-r d'A. caulinodans ORS571T et de R. meliloti 
NZP4009  (LMG6130). 
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La teneur en G + C pour les souches de rhizobia dAeschynomènes analysées est 
comprise  entre 63 et 66 %, à l'exception  de  la  souche ORS304 pour  laquelle  le  GC % est  de 
58,9. Ces  valeurs  sont  voisines  de  celles  généralement  obtenues  pour  les Bradyrhizobium 
(62,8 - 65,5 %) et  légèrement  inférieures à celles  des Azorhizobium (66 - 68 %). 
L'appartenance  des  souches  d'Aeschynomènes à la  branche  phylogénique  des Brady- 
rhizobium est c o n f i é e  par  les  valeurs  élevées  du  Tm(e)  des  hybrides  ADN:  ARN-r  obtenus 
entre  l'ADN  des  rhizobia d'Aeschynomene et  l'ARN  marqué  de B .  japonicum NZP5549 
(tableau 16). 
3. DISCUSSION 
L'étude  des  propriétés  phénotypiques et génomiques  des  rhizobia d'tleschynomene a 
permis  d'apparenter  ces  rhizobia  au  genre Bradyrhizobium. Les  rhizobia d'Aeschynomene 
capables de  fixer l'azote en culture constituent un phCnon homogène parmi les 
Bradyrhizobium. 
Le même positionnement taxonomique a CtC Ctabli par l'analyse des profils 
électrophorétiques des protéines cellulaires totales (De Leenheer, 1989). Cette dernière 
méthode,  très  discriminante  puisqu'elle  permet  la  mise  en  Cvidence  des  différentes  espèces 
dans le genre Rhizobium, ne  regroupe  cependant  pas  les  rhizobia  fixateurs  d'azote  en  culture 
pure  isolCs d'Aeschynomene en un phénon  homogène  parmi  les Bradyrhizobium. 
Cette  classification  est confmée au  niveau  molt5culaire à la  fois  par  la  teneur  en G + C 
de l'ADN  des  souches et par les  hybridations ADN : ARN  ribosomal  d'une  souche  de B .  
japonicum de référence.  Ainsi,  malgré  des  propriét6s  remarquables  comme  leur  vitesse  de 
croissance et surtout  l'aptitude  de  certaines  souches à fixer  librement  l'azote  en  culture  en 
absence  d'azote  combiné,  les  rhizobia  isolés  des  Aeschynomènes à nodules  caulinaires  sont 
des membres à part entière du  genre Bradyrhizobium. La crCation d'une nouvelle  espèce  pour . 
désigner les rhizobia fixateurs d'azote en culture (phCnon A) nCcessitera des études d' 
homologie  entre  l'ADN  de  ces  souches  et  celui  des  Bradyrhizobia  typiques  ainsi  que  l'étude  de 
la  stabilité  thermique  des  des  hybrides  obtenus ( ATm(e)} 
Le développement d'une pigmentation rosée par de nombreuses souches 
d'Aeschynomene capables  de  fixer  l'azote  en  culture, est une  propriété  extrêmement  rare 
parmi les  rhizobia. A ce jour, cette  propriété  a  seulement  été  décrite  chez  certaines  souches  de 
B .  japonicum isolCes  de Lotononis bainseii, lesquelles possUent d'autres  caractéristiques 
uniques:  (a) un G + C % (68-69 %) plus  ClevC que  les  autres  bradyrhizobia  et,  (b)  une  absence 
de réaction  avec  les  anti-sérums  prCparés  contre  les  rhizobia B croissance  rapide, et avec  ceux 
pr6parCs contre  les  rhizobia à croissance  lente  (Vincent, 1977). 
Si l'on garde  en  mémoire  que  le  genre B adyrhizobiwn appartient B la  branche  ARN-r  de 
Rhodopseudomonar palustris (voir  synth5se  bibliographique; Jarvis et  al., 1986; Woese, 
1987), la coloration rosk des  cultures de certains  rhizobia d'Aeschynomene n'est  pas  sans 
rappeler celle observCe  chez R. palustris lorsque  cette espke, "bactdrie  pourpre"  fixatrice 
d'azote et phototrophe en anaCrobiose,  est  cultiv6e  en  aCrobiose  (Pfennig et Triiper, 1974). On 
peut  d8s l m  imaginer que les  souches  prdsentant une coloration  rosée  puissent  être  capables 
de photosyntMse,  supposition é t a y k  par  la  mise  en  Cvidence &ente d'une  faible  quantité  de 
bact6riochlorophylle a chez  la  souche  de  rhizobium BTAil isolCe des  nodules  caulinaires d'A. 
indica (Comell  University  News, 1988; Eaglesham et al., 1990, Evans et al., 1990). Cette 
souche est cependant  incapable  de  croître  sur un milieu  dCpourvu  d'une  source  de  carbone, ou 
en  conditions  chimioautotrophes  sous une atmosph5re  enrichie  en H2 et C m .  Cette  souche, 
pour  laquelle il est  propos6  de crCer un nouveau  genre Photorhizobium (Fleischman et al., 
1989), et sans  aucun  doute  les  souches d'Aeschynomene futatrices  d'azote  en  culture  isolées 
91 
au cours  de cette étude,  pourraient  constituer  le  maillon  intermédiaire  entre  les  bactéries 
pourpres  phototrophes  et  fixatrices  d'azote  (Rhodospirillacées)  et  les Bradyrhizobium. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Bien  que  le  phénomène  ait  été  observé  et  décrit  il  y  a  plus d'un demi-siècle,  la  symbiose 
B nodulation  caulinaire  est  restée  une  curiosité  naturelle jusqu'B ce  que  l'étude  conduite  chez la
légumineuse  tropicale Sesbania rostrata révèle  les  propriétés  exceptionnelles  de ce système 
fixateur  d'azote.  Cette  étude  a  été  le  point  de  départ  d'importantes  recherches  fondamentales de 
physiologie et de gCnCtique moléculaire  dans de très nombreux  laboratoires  en  raison  des 
propriétCs  uniques de son  microsymbiote, Azorhizobium  caulinoduns. De  plus,  la  mise  en 
évidence du potentiel fixateur d'azote extrêmement élev6 de la symbiose a conduit B 
développer, dans les centres de  recherches  internationaux  d'Afrique et surtout  d'Asie,  des 
recherches  appliquées  visant B promouvoir  l'utilisation de S. rostrata comme  engrais  vert en 
riziculture. 
L'objectif du travail pr6senté dans ce mémoire était la recherche et l'étude de 
légumineuses tropicales & nodules  caulinaires,  autres que Sesbania rostrata, présentes  en 
Afrique de l'ouest. Notre intérêt  s'est  porté  sur  les  plantes  appartenant au  genre Aeschynomene 
qui, B la différence du genre Sesbania, comprend de nombreuses espbces capables de 
développer  des  nodules  sur  leur  tige. 
L'étude de  la symbiose il nodulation  caulinaire chez Aeschynomene nous  a  permis de 
confirmer le potentiel  fixateur  d'azote  très  élevé  de ce type particulier de symbiose,  de  préciser 
les modalitCs de l'infection et du  développement des nodules  sur  les  tiges d'Aeschynomene 
ufraspera, mais c'est l'étude  des  propriétés  physiologiques  des  microsymbiotes qui s'est 
révélée,  peut-être, la plus originale  puisqu'elle  a m i s  en  Cvidence  chez  les  rhizobia  isolés de 
nodules  caulinaires,  l'aptitude B fixer  librement  l'azote  atmosphérique  en  culture.  Ces  rhizobia, 
bien qu'ils appartiennent au  genre Bradyrhizobium ont un comportement  analogue B celui 
d'Azorhizobium  caulinoduns et  des  fixateurs  libres. 
La  première  partie de ce travail  a  été  consacrée B l'inventaire et à la classification  des 
Aeschynomènes  présentes  en  Afrique de l'Ouest. Nous avons  dégagé de cette  étude  les  espèces 
qui nous  paraissaient  les  plus  prometteuses  sur  le  plan  des  applications  agronomiques  en  raison 
de leur  potentiel  fixateur  d'azote très élevé. 
Nous avons pu recenser, au Sénégal, 10 espbces dAeschynomene qui, pendant la 
saison des pluies,  poussent  spontanément  autour des mares  temporaires. Parmi ces espèces, 
huit  portent des nodules  aériens,  soit  tout  le  long de leur tige,  soit  seulement au niveau  du 
collet. Les nodules  caulinaires  apparaissent  toujours en des sites  prédéterminés,  appelés  sites 
de nodulation,  correspondant au  point  d'6mergence  d'une  ébauche  racinaire  adventive.  Ces 
ébauches racinaires presentent un état de dormance qui peut facilement être levé par 
l'immersion dans l'eau de  la tige  des  plantes. 
En  compl6tant  notre  collection d'Aeschynodnes avec 11 autres  espbces  provenant de la 
collection de l'IFAS (UniversitB de Floride),  nous  avons  pu  mettre  en  évidence  l'existence  de 3
groupes  d'inoculation m i d e  distincts B l'intérieur  du  genre Aeschynomene. Une  espèce  type 
pour chacun des 3 groupes  a  éte  définie: A .  elaphroxylon (groupe d'inoculation  croisCe I), A .  
a;fraperu (groupe II) et A. indica (groupe II). 
Nous avons egalement établi que chacun des groupes d'inoculation croisée est 
caractbrid par un type de structure  anatomique  du site de nodulation  caulinaire qui lui est 
propre. Le site de nodulation  des  plantes  du groupe II (A. qfrusperu et A. nilotica) présente la 
structure la plus 6voluCe. I1 est constitue par un dôme épidermique prdminent  et un 
primordium racinaire dont l'apex est simplement recouvert par une couche de cellules 
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épidermiques  applaties.  Une  cavité  annulaire  est  dégagée  entre  la  base  du  primordium  racinaire 
et  les  tissus  corticaux  de  la  tige. 
Le groupe  de  plantes  représenté  par A .  indica (groupe III) possède  une  structure  du  site 
de nodulation  moins  évoluée;  le  primordium  racinaire  affleure sous une  couche  de  cellules 
épidermiques  intactes. 
Le troisième  groupe  de  plantes  représenté  par A .  elaphroxylon (groupe  d'inoculation 
croisée I) qui  comprend  les  plantes  dont  les  nodules  caulinaires  sont  seulement  localisés sur la 
partie basse et immergée  des  tiges,  présente la structure la moins  évoluée. Le primordium 
racinaire est inclus  dans  les  tissus  corticaux  de  la  tige  et  l'immersion  de la tig  est  nécessaire B
la levée  de  la  dormance  du  primordium  racinaire. 
Parmi les différentes espèces d'Aeschynomene, A. afraspera et A .  nilotica se 
caractérisent  par  une  nodulation  caulinaire  abondante, un  croissance  rapide  et une  production 
de biomasse  végétale  importante.  Leur  potentiel  fixateur  d'azote,  dont  la  majeure  partie  provient 
de la fixation  d'azote  par les nodules  caulinaires  est trhs élevé. Nous avons  estimé  les  quantit6s 
d'azote fmées en 60 jours B 50 g N par m2. Par comparaison, les légumineuses utilisées 
traditionnellement  comme  engrais vert accumulent en moyenne 100 kg N par ha (Roger et 
Watanabe,  1986).  Les  légumineuses B nodules  caulinaires,  en  raison de leur  double  nodulation, 
apparaissent nettement plus efficientes que les autres légumineuses. Un avantage 
supplémentaire non négligeable qui semble caractéristique des légumineuses B nodules 
caulinaires sur les  autres  légumineuses  est  la  faible  inhibition de la  nodulation et de la fixation 
d'azote  par  l'azote  combin6  du sol.
L'utilisation d'A. afraspera ou d'A. niZotica comme  engrais  vert en riziculture,  dans des 
expérimentations conduites en microparcelles,  a  montré qu'il était possible de doubler les 
rendements  en  grains  du  riz. 
Des  essais  comparatifs  entre S. rostrata et A. afraspera utilisés  en  tant  qu'engrais  vert  ont 
été réalisCs B l'IRRI aux  Philippines.  Ces  essais en vraie  grandeur  ont confmé l'excellente 
qualité de l'engrais  vert A.  afraspera et montré  qu' il pouvait  même être supkrieur il l'engrais 
vert S. rostrata. En cycle de jours longs  durant la saison la plus  chaude, la même  augmentation 
en  rendement en grains  de  riz  est  atteinte  avec  une  quantité de matihre  verte  enfouie  moins 
importante  pour A. @raspera que  pour S. rostara, et de surcroît,  avec un travail  moins  intense. 
De plus, dans tous les cas dune utilisation  en  saison B jours courts, la productivité d'A. 
afrapera s'est  révélée  supérieure A celle de S. rostratu (Becker et al., 1991) 
Dans les sols  déficients  en  potassium et surtout en phosphore,  l'apport de ces  Cléments 
peut  consid6rablement  augmenter la productivité  des Aeschynomhes et par  conséquent,  avoir 
un effet positif sur la culture de riz  suivante.  Dans ce cas,  l'agriculteur  aura  tout intérêt B 
appliquer le fertilisant PK avant  la  culture  de  l'Aeschynomhe. 
La diversit6  des  espkces d'Aeschynomene il nodulation  caulinaire  laisse B l'utilisateur le 
choix de l'esfice la mieux  adaptée B des conditions  p6do-climatiques particulihes. Ainsi,  sur 
les Hauts-Plateaux de Madagascar, S. rostrata et A. afraspera présentent un développement 
modeste et une productivitk  vég6tale très inférieure celle d'A.  schimperi,  d'A.  sensitiva, ou 
d'A. uniflora. 
L'utilisation des Aeschynomènes  dans une zone ghgraphique donnée  doit  cependant 
être prdc6d6e par des ktudes prialables destinées B préciser les potentialités  mais aussi les 
facteurs limitants de la culture  de  ces  plantes.  En  particulier, i  convient de défmir un calendrier 
cultural en tenant compte des disponibilités en eau (pluviométrie,  irrigation)  ainsi que du 
comportement des esp&es  vis-ii-vis  des  parami3tres climatiques  comme la photopériode ou la 
temp6ram. 
La seconde partie de notre  travail  a  port6 sur des aspects plus fondamentaux de la 
symbiose. 
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Nous avons, en premier  lieu,  abordé  l'étude  de  l'infection  et du développement  des 
nodules sur les  tiges d'A. afraspera. Nous avons  montré  que  l'infection  avait  lieu  directement 
dans  les  cellules  corticales  situées  au  fond  de la cavité  annulaire  dégagée  autour  du  primordium 
racinaire  selon un processus ne faisant  intervenir ni poils  absorbants, ni cordons  d'infection. 
Les cellules  infectées initiales apparaissent  très  volumineuses,  leur  contour  est  irrégulier,  et 
elles  dégénkrent  très  rapidement.  A ce stade,  une  zone  méristématique  est  induite à distance 
dans les tissus corticaux profonds de la tige. L'infection progresse ensuite par la 
dégénérescence  successive  de  cellules  infectées,  formant  une  trace  infectieuse  depuis  le  fond de 
la  cavité  annulaire jusqu'à la zone  méristématique.  Après  l'infection  de  la  zone  méristématique, 
le développement  du  nodule  est  assuré  par la division  successive  des  cellules  infectées.  Ce 
mode d'infection est, pour l'essentiel, analogue à celui décrit chez l'Arachide et chez 
Stylosanthes (Chandler, 1978; Chandler et al., 1982). Cependant,  notre  étude  est, à notre 
connaissance, la première à préciser  le  mode  d'entrée  des  rhizobia  dans  les  cellules  corticales, 
lesquelles en dégénérant,  constitueront la trace  infectieuse.  Nous  avons,  en  outre,  observé la 
présence  de  zones  d'infection particulii%es  dans les jeunes nodules.  Ces  zones  d'infection  ont 
été désignées  comme  secondaires  et  interprétées  comme le résultat  d'une  surinfection  des  sites 
de nodulation. Le développement  des  infections  secondaires  semble  bloqué au stade  "grandes 
cellules  infectées"  décrites  lors  du  déroulement  normal  du  processus  d'infection. 
I1 est généralement admis que l'infection par l'intermédiaire des poils absorbants 
correspond B un caractkre plus évolué des esp2ces de légumineuses chez lesquelles ce 
processus intervient (Sprent et al., 1987). Ainsi, la voie  empruntée  par les rhizobia  pour 
infecter les tiges d'A.  ufrasperu serait un mode  d'infection  primitif  rappelant  une  interaction 
entre  une  plante  hôte et un  parasite. 
Le processus d'infection initiale  qui  s'effectue  par la voie des  tissus  lésés au point 
&émergence  d'une  racine  adventive t l'originalité  du  mode de développement  du  nodule où 
seule  intervient la division  des  cellules  infectées,  font d'A. LIfraspera un  modèle  expérimental  de . 
tout  premier  plan pour l'étude des interactions  hôte-micro-organisme au  niveau  cellulaire. ' 
Jusqu' B ce jour en effet, les différentes  tentatives de reconstitution de la symbiose in vitro, 
effectuks avec un matériel  végétal  -soja ou S. rostratu- chez lequel les cordons  d'infection 
interviennent  dans le processus  naturel  d'infection, n'ont  pas  donné de résultats  convaincants 
(Holsten et al., 1971; Duhoux et Alazard, 1983). 
L'étude des propriétés  physiologiques des rhizobia d'Aeschynornene a  montré  que la 
plupart des souches  isolées  des  nodules  caulinaires  ont un emps de génération  qui  permet de 
les ranger  dans le groupe des rhizobia à croissance  rapide.  Outre  l'expression dune activité 
nitrogénase  élevée  en  culture  pure,  que  ce soit en  milieu  gdlosé  semi-solide  ou  en  milieu  liquide 
sous de faibles tensions d'oxyghe, ils sont capables de croître aux dépens de l'azote 
moléculaire  comme seule source  d'azote.  Ces  propriétés,  exceptionnelles  pour  la plupart des 
rhizobia,  sont la caractkristique  principale  du  genre Azorhizobium et des  fixateurs  libres. Or, 
l'étude systematique de ces souches, basée sur l'analyse numerique de leurs caractères 
phénotypiques et sur leurs caractéristiques  génotypiques, les classe sans  équivoque  dans le 
genre Bradyrhizobium. Des études  complémentaires  (hybridations ADN:ADN et stabilité 
thermique des hybrides -ATm(e)-)  devront être menées afin de déterminer  si ces souches 
constituent ou non une e s M e  nouvelle  dans  le  genre Brudyrhizobium. 
D'autre part, en rendant  possible la sélection de mutants directement sur milieu de 
culture, ces rhizobia  constituent un matériel de choix pour l'analyse  biochimique et génétique 
de la fixation d'azote qui, en général  chez les Bradyrhizobia, ne s'exprime  qu'en  association 
avec  la  plante.  L'étude de la fixation  d'azote in vitro devrait être un  th2me de recherche B 
privilégier  dans les études futures. 
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Une  autre  voie détude à développer  est  celle  des  relations  entre  les  rhizobia isolés des 
nodules caulinaires de certaines espèces d'Aeschynornene et la photosynthèse. I1 serait 
intéressant de connaître  dans  quelle  mesure,  d'une  part  la  fixation  d'azote  par  les  très  nombreux 
nodules  caulinaires d'A. uJLasperu est  limitée  par  la  quantité  d'énergie  qui  peut  leur  être  fournie 
par  la  photosynthèse foliaire, et d'autre  part  de  déterminer si les nodules  caulinaires,  dont le 
cortex  est  chlorophyllien,  peuvent  être  considérés  comme  des  unités  autonomes du point de  vue 
énergétique. Enfin, les récents travaux menés au Boyce Thompson Institute (Cornel1 
University,  Ithaca,  USA),  laissent  penser  que  les  rhizobia d'Aeschynomene, micro-organismes 
fixant ou ayant  fixé il la  fois  l'azote et le  carbone,  pourraient  constituer un chaînon  manquant 
important  dans  l'évolution  des  micro-organismes.  Ces  bactéries  dont  l'ancêtre  aurait été B la 
fois  fixateur  d'azote  libre  et capable de photosynthèse - les Bradyrhizobia sont 
phylogénétiquement apparentés aux Rhodopseudomonus -, pourraient  être  celles qui ont 
réalisé, les premières, la symbiose  avec  les  légumineuses.  La  symbiose B nodulation  caulinaire 
des Aeschynomènes constituerait ainsi  l'une des symbioses les plus primitives parxni les 
légumineuses. Il est en effet  difficilement  imaginable  que les rhizobia  aient pu acqu6rir la 
capacitk de fixer  l'azote  après  avoir  ét6  capable  d'infecter les légumineuses  alors  que  la  fixation 
biologique de l'azote est un processus  extrèmement  complexe  et,  qui  plus est, totalement 
inconnu chez les organismes  eucaryotes.  L'observation  d'une  relation  du  type  hôte-parasite 
mise  en  6vidence  lors  des  étapes  initiales  de  l'infection  des  tiges  chez A. ufrusperu et la  parent6 
phylogénétique  des Bradyrhizobium avec  les Rhodopseudomonas, renforcent  cette  hypothèse. 
Ainsi, la symbiose caulinaire chez Aeschynomene constitue un système fixateur 
d'azote original et extr2mement  prometteur par les  perspectives de recherche  qu'il  présente,  tant 
sur le plan des applications  agronomiques que sur celui des recherches  fondamentales. Le 
développement des recherches sur le système fixateur d'azote décrit dans ce mémoire 
contribuera sans doute, grâce aux propriétés originales de chacun des partenaires de la 
symbiose, B une meilleure  connaissance  de  la  fixation de l'azote  par  les  rhizobia in vivo et ex 
plunta et, plus  généralement, de la  symbiose  fixatrice  d'azote  chez  les  légumineuses. 
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w e  1 : Nodules cadinaires de Sesbaaia rostmta. 
Figure 2 : Nodules sur les tiges  de Neptunia oleracea. Les nodules  sont localisés au  point 
d'kmergence  des  racines  qui  se  developpent au niveau des noeuds de la tige de la 
plante  lorsque  celle-ci  est cultivke en conditions inondks. 
Figure 3 : Nodules  eaulinaires d' Aeschynornene ufraspera. 
Figure 4 : Nodules caulinaires d eschynsmene unifloru cultivCe pendant la saison des 
pluies. 
Figure 5 : Nodules form& sur les tiges d'Aeschyno~en~ crassieaulis. 
Figure 6 : Tige d' A. afraspera après  immersion  dans  l'eau  pendant 4 jours. Les sites de 
nodulation  ont  donné  naissance i des  racines  adventives. 




les caulinaires fi et sites de nodulation  non 
sents sur les  tige s d'espèces d'Aeschyno 
Chaque  espèce  est  représentative  d'un  groupe  d'inoculation  croisée de plantes. 
Fig.7 : Plante d' . afraspera âgee de 6 semaines, 25 jours après l'inoculation 
souche ORS322. 
Plante d' Aindica âg6e de  semaines, 25 jours après  l'inoculation avec la 
souche 6RS310. 
Fig.11 : Plante d'A. elaphrovlon iigée de 4 mois, 1 mois  aprks  l'inoculation avec 
la souche ORS304 
La barre reprksente 1 cm. 
Figures 8, 10, et 12: Morphologie  des  sites  de  nodulation.  Coupes  longitudinales des sites 
de nodulation non infecds sur les tiges des  plantes  représentatives de chacun  des 3 
groupes de plantes  montrant des degrks de d6veloppement  différents. 
Fig. 8: A .  afraspera. 
Fig. 10: A.  indica. 
Fig. 12: A.  elaghroxylon. 
La barre  représente 0,l mm. 
; inclusion dans le  Paraplast (+); coloration  par  le  bleu de toluidine B 6,1%. 
Abrkviations: C, cavit6; CC, cylindre central; E, $idenne;  P,  périderme;  PR,  primordium 
racinaire;  Xy?  xylkme. 

PLANCHE 
re 13: DCveloppC de la tige CB' . afraspera monmnt les sites de n lation (pointes de 
flkhes) &partis  sur de 0-5s nombreuses  gCn&atxices  verticales. 
La  barre  représente 1 cm. 
Figure 14: Systkme radiculaire d'une jeune pl d'A. afraspera (5 semaines) culthCe en 
conditions inondées. La plupart de ules apparaissent sur %a racine pivotante 
principale de la  plante. 
B m e  = 1 cm. 
Figure 15: Jeune nodule sm la tige &A. afreaspera 5 jours apri3 l'inoculation. A ce stade, 
l'apex du primordium racinaire, rejet6 vers l'exdrieur par le nodule en 
développement,  est pra5ninent. Par la suite, il dd&n&re. 
Barre = 1 mm. 
Figure 16: Coupe longitudinale d'un nodule . afrmperea iig6 de 15 jours. 
Barre = 1 mm. 




ure 17: Coupe  longitudinale de l'ibauche minaire d'un site de nodulation d'A. afrmpem. 
Barre = 1 cm. 
; inclusion dans le Paraplast (+); coloration paf le bleu de toluidine B O, 1%. 
: Microscopie  électronique B balayage. Site de nodulation  développé, compos6 d'un 
d6me épidemique perce  en son centre par l'ébauche  raeinaire. 
Barre = 0,l mm. 
: Microscopie  électronique B transmission ( "netration des rhizobia dans les 
espaces interedluhires au fond de la cavit6 an digagCe autour du p h o r d i a  
raCinh. 
Barre = 1 Pm. 
C, cavie  CC,  cylindre  centr& PR, primordium racinnaire; Rh, rhizobium. 

PLANCHE V 
aoscopie photonique.  Coupe longitudinale B travers un site de nodulation, 2 
jours après l'infection par %a souche ORS322. On  distingue une cellule infecde très 
élargie (flikhe) et une zone  miristématique en formation. 
Barre = 166 Pm. 
Coupe semi-fine; fixation par la glutaraldéhyde; inclusion dans 1'Epon; coloration par 
l'hématoxyline. 
Figure 21: Agrandissement de la cellule  infectée  désignée  par  la flèche sur la figure A. Cette 
cellule possbie un noyau et un nucléole très volumineux, un cytoplasme dense et 
des  contours kr6gulie.n qui lui donnent me fome 6todk. 
Barre = 50 Pm. 
Figure 22: Coupe transversale d'un  site de nodulation effectuee au niveau  du fond de la 
Cavite annulaire. Ea cellule infect& apparait situie dans le cortex externe du 
primordium  racinaire. Un reseau de cellules  applaties  (pointes de flkches) délimite 
les tissus  corticaux  du  primordium racinaire de ceux  de la tige. 
Basre = 50 Pm. 
CC, cylindre central; CT, cortex de la tige; E, épiderme; N, noyau; Nu, nucléole; PR, 
primordium  raeinaire;  zone m6istématique. 
--- - - .. .- ---.-. - - 
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. Cellules de la zone m&ist&matique ( 9 fig. 20) induite & liistmce 
au  dessous de la  cellule  infectêe  initiale.  Les  cellules ont de  petite  taille  et  leur 
rapport nuclbplasrnique est  élevé. 
La barre reprêsente: 
Fig. 23: 2 pm. 
Fig. 24: 1 pm. 
d, dictyosomes; mitochondries, N, noyau; Nu, nuclêole; p, plastes; V, vacuoles. 

Figure 25: 'Vue  gCnérale d'une coupe  transversale  d'un site de nodulation  infecté  depuis 3 
jours montrant  la  cellule  infectée  clairement  localis& dans le  cortex du primordium 
racinaire. 
Barse : 0,l mm d 
Coupe semi-fine; fixation par la glutaraldChyde, inclusion dans 1'Epon; coloration par 
l'hématoxyline. 
grandissement de la portion  encadrke sur la figue 25. La cellule infectCe initiale 
a dCgénCr6 et son contenu est fofiement colore. 
Barre : 50 pm. 
Figure 27: de la cellule de figure 26 montrant de 1.12s nombreux rhizobia inclus dans un 
materiel  matriciel 116s dense au 
Barre: 2 pm. 
@, Cavite; PR, primordium  racinaire; Rh, rhizobia. 

126 
Figures 28 et 29: Coupes  transversales d'un site de  nodulation  montrant  plusieurs  cellules 
infectées  (flkches  courbes).  Sus  la  vue génCrale de la  figure 29, on  observe  une 
ceinture  de  cellules  contenant  des  tanins  (doubles  flèches)  entourant la zone de 
cellules  infectées. 
La barre repr6sente: 
Fig. 28: 50 prn. 
Fig. 29: 100 pm. 
Coupes semi-fines; fixation pap la glutwaldChyde; inclusion dans 1'Epon; coloration par 
l'hérnatoxyline. 
PR, primordium minaire. 
t- 

ure 30: MET. Infection des celldes corticdes par les rhizobia, selon un processus 
d'expansion de la paroi ceUulaire de la cellule h6te. Au p i n t  deneke dans la 
cellule, les rhizobia sont inclus dans un  rnatkriel d'origine pariktale limité par la 
membrane pkmique. Le cytoplasme de la celule envahie est d6sorganisC. 
Bane: 1 ym. 
d, dictyosomes ; h, lamelle moyenne; mp, membrane plasmique; PC, papoi cellulaire; Rh, 
ahizobisl; V, vacuoles. 
t 

Figure  33: Etape plus tardive de l'invasion des cellules  h6tes par les rhizobia.  Le  cytoplasme 
de %a cellde env sorganrise pro~essivemeno. 
Barre: 6,s pm. 




Figure 34: MET. Infection des cellules corticales.  Noter la difference  de smcture entre le 
cytoplasme de la cellule Mm& (CI) et celui de la cellule non infect& ( 
Barre: 0,5 Pm. 
Figure 35: MET. Progression de l'infection.  Ea  cellule  centrale  comprim6e par les cellules 
voisines,  a  d6g6n6r6. Elle est pratiquement  remplie de mat6rid matriciel d'origine 
pari6t;tale dans lequel sont inclus quelques  rhizobia.  Seul le noyau est encore 
reconnaissable. La  ell lu le adjacente est en  voie  d'infection comme le montrent les 
invaginations de sa paroi (flt.ches>. 
Bane: 2 Pm. 
, lamelle  moyenne; mp, membrane  plasmique; N, noyau; Rh, rhizobium; V, vacuoles. 

Figure 36: Microscopie  photonique.  Vue  gen6rale &une coupe longmudinale B travers un site 
de ncxiulation 3 jours ap&s  l'infection. Deux traces infectieuses csa) mnstitu6es par 
des cellules infectees qui s'infiltrent en profondeur depuis la cavité annulaire 
jusqu'h la zone  m6rist6matique (ZM). Remarquer la couche de cellules contenant 
des tanins @etites s) qui se met en place autour de la zone m6ristématique. 
igures 37 et 38: Agrandissement des traces  infectieuses. 
e 37 : .Agm&ssement des traces infectieuses designées par les larges flkches sur %a figure 
A. Les traces  infectieuses  (flkches)  paraissent  constitukes, B ce stade, par une seule 
cellule  très  élargie et en  voie de dégénérescence,  semblable B celle de la planche V, 
A. 
Les barres  représentent 50 Pm. 




Figure 39: IvlET. Coupe fine dans la zone méist6matique infectée  montrant une cellule en 
cours de dCgénérescence.  Cette  cellule  possède una cytoplasme trks fortement  color6 
contenant  de  grandes  vacuoles t de  nombreux rhizobia  inclus  dans  des  membranes 
de séquestration.  Cette  cellule  est  entourée  de  cellules  mCist6ma-tiques  intactes 
dans  lesquelles on observe  quelques  rhizobia.  Noter la division  des  rhizobia  dans 
les  cellules  rn&ist&natiques. 
Figures 40 et 41: Rhizobia dans les cellules m6sistCmatiques dont la membrane de 
skquestration est relit% am parois  cellulaires (PC). 
Les barres  reprksentent 6,2 Pm. 
N, noyau; Rh, rhizobia; V, vacuoles. 

Figures 42 et 43: kET. one méristematique infectCe. Les coupes rCalisées dans la zone 
m6ristématique 4 jows aprks l'inoculation rCvklent la prisence de quelques  rhizobia 
inclus  dans  une  membrane  pCribact~roïdienne. 
d, dictyosomes; m, mitochondries; N, noyau; Nu, nuclCole; p, plastes; V, vacuoles. 
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Figure 44: Microscopie  photonique  d'une  portion  d'un  nodule âgé de 12 jours montrant la 
differenciation  du  tissu  central  du  nodule (TC).Des cordons  vasculaires du nodule 
(CV) sont  presents  dans  les  cellules  bordantes  non infectees du tissu  central  du 
nodule. 
Barre: 0,1 hm. 
andissements  dans  la partie p6riphéique du  tissu  central  du  nodule de 
Figure 45: Cellules  h8tes en cours de mitose. 
Pigure 46: Les cellules  bordantes  non  infectees  contiennent de volumineux  grains 
d'amidon.  L'orientation des mitoses  indique  que la croissance du  nodule  est radiale. 
Les barres reprksentent 18 PHI. 
Coupes semi-fines; fixation par la glutaraldehyde; inclusion dans 1'Epon; coloration par 
l'hématoxyline. 
Figure 47: MET. Rhizobium  dans le tissu  central  du  nodule. Les rhizobia  ont  une forme de 
bâtonnets et sont inclus dans  une  membrane  péribact6roïdienne. Leur materiel 
nuclCaire condense est associe 8 des granules de polyphosphates (pointes de 
fl5ches). Des inclusions de poly-p-hydroxybutyrate (fi) sont frdquemment 
observes  aux  extrkmitks  polaires  des  bacteries. 
Barre: 8 3  Pm. 
I 
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Figures 48 et 49: MET. Aspect fibrillaire de l'ADN des rhizobia à 1'Ctat de bacteroïdes 
obtenu par la methde de fixation de Ryter et Ilenberger (1958). 
Figure 50: Aspect  compact, dense aux electrons du nuclCoille bactêrien obtenu par la fixation 
glutaraldehyde-acide osmique suivie par la coloration h l'acêtate  duranyle-citrate de 
plomb (tirnoin). 
Figure 51: Action  combinêe de %a pronase  (12 h) et de la DNase (4 h) sur les coupes fines. Le 
materiel nucl&ire est digh-6 laissant appsaraztre quelques  granules de 
polyphosphates (p). 
Figure 52: Coloration  regressive à 1'EDT.A. L'action de EDTA pendant 38 min. fait perdre 
toute "coloration" au nucleoïde bact6rien. Seuls les ribosomes apparaissent 
contrastes. 
Les barres  segr6sentent O,§ pm. 
fi , gouttelettes de poly-P-hydroxybutyrate (PHB). 
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Figure 53: Microscopie photonique. Coupe longitudinale d'un nodule âgé de 12 jours 
montrant  deux  zones de tissu central  infect6 (TC%) ainsi  que  plusieurs  autres  zones 
d'infection  secondaire (IS, flkches).  Remarquer la couche  de  rhizobia  qui  recouvre 
la  zone  d'infection secondaire hdiquie par  la  double  flèche. 
Bme: 0,l mm. 
Coupe semi-fine; fixation par Pa glutarald6hyde; inclusion dans 1'Epon; coloration par 
l'h6matoxyline. 
: coupe longitudinale d'un ule âgB de 15 jours montrant deux zones infectdes 
situbes de part et d'autre de  la  vascularisation de l'6bauche  racinaire. 
Barre: 0,s m. 
ure 55: Coupe transversale d'un nodule bgC de 15 jours. Les deux  zones de tissu central 
infect6 sur la partie  superieure  du cliche sont en train de fusionner. Elles ne  sont 
plus s6pm6es que par une  seule mg6e de cellules non  infectees.  De très nombreux 
cordons  vasculaires (fkches) entourent les zones de tissu central. 
Barre: 0 3  mm. 
Figure 56: Coupe  longitudinale d'un nodule bgé de 10 jours montrant  une zone de tissu 
infect6  en  cours  de  diffbrenciation et une  zone  d'infection  secondaire (flkche). 
Barre: 0,2 m. 
Figure 57:. Coupe longitudinale d'un nodule âg6 de 12 jours montrant 3 zones de tissu 
infecté  dont 2 sont  en cours de fusion et 2 zones  d'infection  secondaire  (flèches). 
Barre: 0 5  mm. 
; inclusion dans le Paraplast (+); coloration  par le bleu de toluidine. 
I 
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nes  d'infection  secondaire. 
Figure 58: Microscopie  photonique.  Agrandissement de la  zone  d'infection  secondaire en 
position  centrale sur la  figure 53. Les grandes  cellules  infectées  (Ci)  sont entouries 
par un réseau  de  cellules  6pidermiques  de  petite  taille. 
Bme: 0,l m. 
Figure 59: Cellule infecde de la zone  &infection  secondaire  remplie d rhizobia. 
Barre: 10 Pm.. 
Fixation  par la glutarddéhyde;  inclusion  dans 1'Epon;  coloration par l'hCmato 
Figures 60 et 61: MET. Les cellules de la zone d'infection secondaire renferment des 
rhizobia  inclus  en  grand  nombre  dans  des  membranes  péribact6rotddiennes. 
Les banes représentent 1 m. 
N, noyau; Nu, nucléole; p, plaste; pc, paroi cellulaire; Rh, ihizobium; ri, ribosomes; v, 
vacuoles. 

Nom: ALAZARD Prénom : Didier 
Titre:  LA  NODULATION  CALILINAIRE DANS LE GENRE AESCHYNOMENE. 
Mots  clés : Aeschyrwmene;  Bradyrhizobium; fixation  d'azote;  nodulation  caulinaire. 
RESUME : Plusieurs espèces de légumineuses  appartenant au  genre Aeschynomene 
présentent, comme Sesbania rostrata, la particularité de porter  des  nodules fixateurs 
d'azote à la fois sur leurs  racines  et  sur  leur  tige. 
Une étude de la spécificité de nodulation des souches d'Aeschynomènes 
originaires de l'Afrique de l'Ouest a permis de distinguer trois  groupes  d'inoculation 
croisée  dans le genre Aeschynomene. 
Les espèces dAeschynomene à nodules caulinaires sont caractérisées par la 
présence sur leur tige de sites de nodulation  prédéterminés,  constitués  par des ébauches 
racinaires  adventives. 
Chez A. afraspera, l'infection  par  le  rhizobium  spécifique a lieu  directement  dans 
les  cellules  corticales ituées au fond de la  cavité  annulaire  dégagée  autour  du  primordium 
racinaire. L'infection se propage en profondeur, par dégénérescence successive des 
cellules  infectées,  jusqu'à  une zone méistématique préalablement  induite à distance. Le 
nodule se développe ensuite par division des cellules méristématiques infectées. Le 
processus  d'infection  ne fait intervenir ni poils  absorbants, ni de  cordons  d'infection. 
La  plupart  des  rhizobia  isolés  des  nodules  caulinaires  sont  capables de fix r  l'azote 
atmosphérique in vitro en cultures gélosées ou en cultures liquides sous de faibles 
tensions  d'oxygène (0,5 %). 
L'étude  taxonomiqu;  de  ces  rhizobia  les  classe  dans le genre Bradyrhizobium. 
Sur le plan des applications  agronomiques,  les  potentialités de fixation  d'azote 
considérables (50 g N fixé/m2/60  jours) d'A.  afraspera ou d'A.  nilotica permettent leur 
utilisation  comme engrais vert en riziculture  irriguée. Les rendements en riz ont pu être 
doublés  dans des essais en  microparcelles.  De plus, la  fixation  d'azote  par les nodules 
caulinaires  n'est  pas  inhibée  par  l'azote  combiné  présent  dans le sol. 
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